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3T3/CD4-CXCR4 3T3-Fibroblasten-Zelllinie aus Maus mit CD4- (cluster of diﬀeren-
tiation 4) und CXCR4- (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4) Rezep-
toren
ABp primärer Antikörper (Biotin-konjugiert)
ABCD155 Monoklonaler Antikörper aus Maus gegen CD155 (cluster of diﬀe-
rentiation 155) (Biotin-konjugiert)
ABCCR5 Monoklonaler Antikörper aus Maus gegen CCR5 (CC-Motiv-
Chemokin-Rezeptor 5) (Biotin-konjugiert)
ABCXCR4 Monoklonaler Antikörper aus Maus gegen CXCR4 (CXC-Motiv-
Chemokinrezeptor 4) (Biotin-konjugiert)
ABs-Cy5 Polyklonaler Antikörper aus Ziege gegen Maus IgG-H&L (Im-
munglobulin G, heavy chain and light chain) (Cy5-konjugiert)
AFM Rasterkraftmikroskopie, Atomic Force Microscopy
BSA Rinderserumalbumin
BSA-FITC Rinderserumalbumin-Fluoresceinisothiocyanat
C3b Zerfallsprodukt des Komplementfaktors C3
CLSM Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie, Confocal Laser Scanning
Microscopy
DMEM Dulbecco's Modiﬁed Eagle's Medium, High Glucose, w/ L-Glutamin,
w/o Sodium Pyruvat
DLS dynamische Lichtstreuung, Dynamic Light Scattering
DXS Dextran-Natriumsulfat (MG ∼ 40000Da)
FKS Fetales Kälberserum, hitzeinaktiviert
FL Fluoreszenzintensität
FRET Förster -Resonanzenergiertransfer
FSC Intensität des Vorwärtsstreulichts, Forward Scatter Intensity
GUV sehr große unilamellare Vesikel, Giant Unilamellar Vesicles
HBSS gepuﬀerte Salzlösung nach Hank, w/o Calcium, w/o Magnesium,
w/o Phenolrot
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LUV große unilamellare Vesikel, Large Unilamellar Vesicles
Lysotracker LysoTracker R© Green DND-26
MG Molekulargewicht
MLV multilamellare Vesikel
MWCO Massen-Ausschlussgrenze, molecular weight cut-oﬀ
NP Anzahl an SiO2-Mikropartikeln
















RCA-1 Verfahren zur Wagfer-Reinigung, Radio Corporation of America-1
RITC Rhodamin-B-Isothiocyanat
SiO2-Mikropartikel Silica-Mikropartikel (d = 4,99µm und 5,53µm)
SiO20% lipidbeschichtete Silica-Mikropartikel mit 0mol% PE-PEG-Biotin
SiO20,5% lipidbeschichtete Silica-Mikropartikel mit 0,5mol% PE-PEG-Biotin
SiO21% lipidbeschichtete Silica-Mikropartikel mit 1mol% PE-PEG-Biotin
SiO22,5% lipidbeschichtete Silica-Mikropartikel mit 2,5mol% PE-PEG-Biotin
SiO25% lipidbeschichtete Silica-Mikropartikel mit 5mol% PE-PEG-Biotin




SLB Supported Lipid Bilayer
SSC Intensität des Seitwärtsstreulichts, Sideward Scatter Intensity
Strep Streptavidin
Strep-Cy5 Streptavidin (Cy5-konjugiert)
SUV kleine unilamellare Vesikel, Small Unilamellar Vesicles
TB Trypanblau
Trypsin-EDTA Trypsin-Ethylendiamintetraessigsäure in PBS, w/o Calcium, w/o
Magnesium, w/o Phenolrot
ULV unilamellare Vesikel
Vero CCL81 Vero-Zelllinie aus grüner Meerkatze (ﬁbroblastenähnlich)
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Formelzeichen
∆G Änderung der Gibbs-Energie
∆GA1 Transformation der Ionenhülle von PE1-Molekülen
∆GA2 Transformation der Ionenhülle von PE2-Molekülen in Lösung
∆GH1 Transformation der Hydrathülle von PE1-Molekülen
∆GH2 Transformation der Hydrathülle von PE2-Molekülen
∆G1-2 Elektrostatische Interaktion zwischen den Ladungen von PE1 und
PE2




ALipid Ausdehnung einer Lipid-Kopfgruppe
AL Gesamtﬂäche an eingesetzten Liposomen
AM Gesamtoberﬂäche an eingesetzten SiO2-Mikropartikeln
A und B optische Konstanten
C(t) Autokorrelationsfunktion
cQ Konzentration des Quenchers
D Diﬀusionskoeﬃzient
d Partikeldurchmesser
dx-y Auﬂösung in der x-y Ebene
dz Auﬂösung in der z-Ebene
E elektrische Feldstärke
EEm Energie des emittierten Photons





I - Fluoreszenzintensität in Abwesenheit des Quenchers
I+ Fluoreszenzintensität in Anwesenheit des Quenchers
Iw/o Fluoreszenzintensität vor Trypanblau-Inkubation









kFRET Transferrate des FRET
KSV Stern-Volmer -Konstante
κ-1 Debye-Länge
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Die in den letzten 10 Jahren verstärkt vorangetriebene sogenannte Personalisierte Me-
dizin hat zu weitreichenden Verbesserungen im Bereich der Wirkstoﬀentwicklung und
Anwendung geführt [13]. Dabei wurden insbesondere im Bereich der Onkologie deutliche
Verbesserungen erreicht, welche zu individuellen Therapien sowie zur Verwendung von auf
den Patienten angepassten Wirkstoﬀen führten [4, 5]. Durch die angepasste Therapie wird
die Wirksamkeit bereits vorher ermittelt sowie mögliche Nebenwirkungen auf ein Mini-
mum reduziert.
Neben der Verbesserung undWeiterentwicklung der verwendetenWirkstoﬀe hat die Perso-
nalisierte Medizin auch zur Entwicklung von Wirkstoﬀtransportsystemen (Drug Delivery
Systems) geführt, welche speziﬁsche, individuelle Transporteigenschaften wie z.B. einen
verlustfreien oder speziﬁschen Transport aufweisen [6].
Grundlegend kann man die Drug Delivery Systems in drei Hauptkategorien einteilen:
1) lipidbasierte, 2) polymerbasierte Transportsysteme und 3) solide Nanopartikel. In die-
ser Arbeit liegt der Fokus auf lipid- und polymerbasierten Transportsystemen weshalb im
Folgenden die soliden Nanopartikel nicht betrachtet werden.
1) Zu den lipidbasierten Transportsystemen zählen Mizellen [7] und Liposomen [8]. Der
Vorteil dieser Transportsysteme liegt darin, dass sie lediglich eine Größe von einigen Na-
nometern bis zu mehreren 10 nm aufweisen und so sehr einfach intravenös, intranasal oder
intraokular appliziert werden können. In ihrem Inneren werden die Wirkstoﬀe eingebracht,
wobei Mizellen auch den Transport von sehr schwer löslichen hydrophoben Wirkstoﬀen er-
lauben [7]. Zusätzlich kann sowohl bei Mizellen als auch bei Liposomen die verwendete
Lipidzusammensetzung sehr einfach angepasst werden, um so beispielsweise eine Freiset-
zung des transportieren Wirkstoﬀes bei einer bestimmten Temperatur zu erreichen [9, 10].
Des Weiteren erlaubt eine zusätzliche Anbindung eines Antikörpers die speziﬁsche Adres-
sierung eines bestimmten Liganden und somit einen gezielten Wirkstoﬀtransport [11, 12].
Auch die Anbindung anderer funktioneller Komponenten verleiht den lipidbasierten Trans-
portsystemen individuell angepasste Eigenschaften, wobei z.B. durch Polyethylenglycol
(PEG) eine deutlich gesteigerte Lebenszeit der Transportsysteme im Organismus erreicht
wird [13]. Neben dem Transport von Wirkstoﬀen kann beispielsweise auch ein Transport
von Kontrastmitteln bei der Identiﬁzierung von Metastasen verwendet werden [14].
2) Die polymerbasierten Transportsysteme umfassen unter anderem Dendrimere [15], Poly-
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plexe [16] und polyelektrolytbeschichtete Partikel [17]. Diese Art von Transportsystemen
besitzt in der Regel eine sehr geringe Größe im Nanometerbereich, wobei aber auch po-
lyelektrolytbeschichtete Partikel mit einer Größe von mehreren Mikrometern entwickelt
wurden [18]. Die Fabrikation von Dendrimeren und Polyplexen erfolgt durch eine Selbst-
organisation von entsprechenden Monomeren, wobei beide eine mizellenartige Struktur
aufweisen. In ihrem Inneren können dabei sowohl hydrophobe als auch hydrophile Wirk-
stoﬀe eingebracht werden, während die Oberﬂäche unabhängig funktionalisierbar ist [19
23].
Eine besondere Form der polymerbasierten Transportsysteme stellen die polyelektrolyt-
beschichteten Partikel dar. Sie basieren auf der Anwendung der Layer-by-Layer -Technik
(LbL-Technik) auf kolloidalen Partikeln [24], wobei ein strukturiertes Drug Delivery Sys-
tem erzeugt wird. Im Gegensatz zu den vorangegangenen Transportsystemen werden dabei
mindestens zwei verschiedene Polymere alternierend auf ein Trägerpartikel aufgetragen,
um eine Polymer-Multischicht zu erzeugen. Die grundlegende Interaktion zum Aufbau
einer solchen Multischicht ist dabei von der Art der verwendeten Polymere abhängig
und kann sowohl elektrostatische Interaktionen [25], Wasserstoﬀbrückenbindungen [26]
oder kovalente Bindungen [27] umfassen. Dadurch können höchst individuelle Polymer-
Multischichten aus Proteinen, Peptiden, Polysacchariden oder Nukleinsäuren aufgebaut
werden.
Dieser modulare Charakter stellt einen großen Vorteil der polyelektrolytbeschichteten
Partikel in der Anwendung als Transportsystem dar, da hierdurch sehr einfach funktio-
nelle Komponenten sowie verschiedene Wirkstoﬀe wechselwirkungsfrei in einem einzigen
Transportsystem kombiniert werden können [28, 29]. So wurden unter anderem bereits
erfolgreich Gold-Nanopartikel und magnetische Eisen-Nanopartikel [3032] als funktio-
nelle Bestandteile gezielt in Multischichten eingebaut. Dabei wird bei Verwendung von
Gold-Nanopartikeln durch einen extern applizierten Laserimpuls im Nahinfrarot-Bereich
eine gezielte De-Assemblierung der Multischicht erreicht. Mit Hilfe der Eisen-Nanopartikel
kann die Position der polyelektrolytbeschichteten Partikel mittels eines äußeren magneti-
schen Feldes beeinﬂusst werden, um so beispielsweise systemisch applizierte Transporter
gezielt an einer Stelle anzureichern.
Neben dem Einbau von funktionellen Komponenten können in ähnlich einfacher Art und
Weise auch Wirksubstanzen in die Multischicht eingebracht werden. Hierbei wurden be-
reits erfolgreich α1-Antitrypsin, Insulin oder Nukleinsäuren für die Gentherapie [3336] in
die Polyelektrolytmultischicht eingebaut. Auch können Wirkstoﬀe in polymeren Mizellen
oder Liposomen intakt in die Multischicht eingebracht und später innerhalb dieser Struk-
turen gezielt freigesetzt werden [37, 38]. Insbesondere bei Verwendung von biokompatiblen
und bioabbaubaren Polymeren wurde gezeigt, dass ein intrazellulärer Abbau der Multi-
schicht stattﬁndet [39, 40] und es zu einer Freisetzung des transportierten Wirkstoﬀes
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kommt [41].
Neben dem Einbau von Wirksubstanzen und funktionellen Komponenten in die Multi-
schicht kann ebenfalls die Oberﬂäche der polyelektrolytbeschichteten Partikel gezielt und
unabhängig von unterliegenden Strukturen funktionalisiert werden. Dies ist von großer
Bedeutung, da in biologischen Systemen gezeigt wurde, dass ohne eine terminale Oberﬂä-
chenfunktionalisierung eine unspeziﬁsche Anlagerung von Serumkomponenten (z.B. Pro-
teinen, Antikörper) oder eine durch Opsonierung hervorgerufene ungewollte Aufnahme der
Partikel durch Immunzellen auftritt [18, 4244].
Durch eine Funktionalisierung der Oberﬂäche mit PEG oder zwitterionischen Peptiden
wurde die unspeziﬁsche Proteinanlagerung sowie die Interaktion mit Bakterien signiﬁkant
reduziert [42, 4547]. Auch die Beschichtung mit speziﬁschen Liganden kann genutzt wer-
den, um ungewollte Interaktionen zu reduzieren und gleichzeitig eine erleichterte, beschleu-
nigte oder gezielte Aufnahme der Partikel durch adressierte Zellen zu erhalten [4851].
Eine weitere Möglichkeit zur Oberﬂächenfunktionalisierung der polyelektrolytbeschichte-
ten Partikel stellt die Assemblierung einer artiﬁziellen Lipidmembran (Supported Lipid Bi-
layer, SLB) dar [5255]. Hierbei erzeugt die Beschichtung mit einer Lipidmembran nicht
nur eine Abschirmung der unterliegenden Strukturen, sondern stabilisiert zusätzlich die
integrierten Wirkstoﬀe [56] und erhöht die Biokompatibilität des gesamten Transportsys-
tems [5759].
Lipidbeschichtete LbL-Partikel besitzen dabei sowohl die Vorteile von lipidbasierten als
auch polymerbasierten Transportsystemen. Zusätzlich ergeben sich parallel zwei individu-
elle Komponenten des Transportsystems, welche separat angepasst und modiﬁziert werden
können. Ein solches kombiniertes System stellt somit ein verbessertes Wirkstoﬀtransport-
system dar.
Jedoch wurde bereits in Untersuchungen von Fischlechner et al. [60] festgestellt, dass
die Homogenität der assemblierten Lipidmembran stark von der verwendeten Lipidmi-
schung abhängt. Solche Inhomogenitäten können in biomedizinischen Anwendungen zu
erheblichen Nachteilen führen, da die potentielle unterliegende Polyelektrolytmultischicht
nicht eﬀektiv abgeschirmt wird und somit eine Opsonierung des Transportsystems durch
Wechselwirkungen mit Serumkomponenten auftreten kann. Dementsprechend bedarf die
Entwicklung eines Transportsystems mit einem Supported Lipid Bilayer einer präzisen Be-





In der vorliegenden Arbeit wird ein Transportsystem vorgestellt, welches sowohl die Vor-
teile von lipidbasierten Transportsystemen und LbL-polyelektrolytbeschichteten Partikeln
eﬀektiv kombiniert. Dabei soll eine homogene und reguläre Lipidmembran (Supported Li-
pid Bilayer) erzeugt werden, die insbesondere eine speziﬁsche Bindungsstelle enthält, um
eine speziﬁsche Funktionalisierung des Transportsystems zu gewährleisten. Erstmalig wird
die Auswirkung eines solchen Einbaus auf die Homogenität der Lipidmembran detailliert
untersucht und die Eﬀektivität und Adaptivität des resultieren Transportsystems nachge-
wiesen.
In Abbildung 2.1 ist das ideal zu erreichende Transportsystem schematisch dargestellt.
Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des generellen Aufbaus eines LbL-beschichteten kol-
loidalen Mikropartikels mit einem assembliertem funktionellen Supported Lipid Bilayer. Zusätzlich
ist eine mögliche Oberﬂächenfunktionalisierung mit Antikörpern dargestellt.
Die grundlegende Struktur stellt ein kolloidales Silica-Mikropartikel (SiO2-Mikropartikel)
mit einem Durchmesser von 5µm dar. Auf diesem wird eine Biopolyelektrolytmultischicht
mit Hilfe der LbL-Technik aufgebracht. Diese soll von einer homogenen, regulären und
funktionellen Lipidmembran bedeckt werden, welche speziﬁsche Bindungsstellen (Biotin)
enthält. Als terminale Oberﬂächenfunktionalisierung ist eine durch einen Bindungspartner
(Streptavidin) vermittelte Bindung von biotinylierten Antikörpern anvisiert.
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Es ergeben sich die folgenden Anforderungen an das Transportsystem:
1) Assemblierung einer homogenen und regulären Lipidmembran auf LbL-
beschichteten Mikropartikeln
Dabei wird sowohl der Einﬂuss verschiedener Inkubationsparameter betrachtet, als
auch die Ausdehnung potentieller Inhomogenitäten bestimmt. Besonderer Fokus liegt
auf dem Größenbereich der Inhomogenitäten in der assemblierten Lipidmembran, da
insbesondere kleine, aber biomedizinisch relevante, Inhomogenitäten von <100 nm
in der Literatur bisher wenig Beachtung fanden.
2) Störungsfreie Integration einer speziﬁschen Bindungsstelle in die assemb-
lierte Lipidmembran, an die verschiedene funktionelle Moleküle wie Anti-
körper, zellpenetrierende Peptide oder speziﬁsche Wirkstoﬀe binden kön-
nen
Dabei wird die abschirmende Wirkung der assemblierten Lipidmembran mit den
bereits für lipidbasierte Transportsysteme gut untersuchten speziﬁschen Bindungs-
stellen kombiniert [11, 12]. Das Hauptaugenmerk liegt weiterhin auf der Erhaltung
der Lipidmembranhomogenität.
3) Speziﬁsche Bindung von funktionellen Molekülen an die integrierte Bin-
dungsstelle
Hierbei wird die Eﬃzienz am Beispiel der Anbindung eines speziﬁschen Antikörpers
überprüft. Dieser soll speziﬁsch an die Bindungsstelle binden und weiterhin für eine
Antikörper-Rezeptor-Wechselwirkung zur Verfügung stehen.
4) Verhalten des funktionalisierten Transportsystems in Interaktion mit Zel-
len
Dabei wird untersucht, ob die speziﬁsche Oberﬂächenfunktionalisierung eine verbes-
serte Zellinteraktion hervorruft und das Transportsystem auch unter physiologischen
Bedingungen einsetzbar ist. Auch in Anwesenheit von diversen Serumbestandteilen
(z.B. Proteinen) und bei einer Temperatur von 37 ◦C (physiologische Bedingungen)
soll eine gesteigerte Interaktion mit den adressierten Zellen erreicht werden.
5) Intrazelluläre Beeinﬂussung des Transportsystems nach Aufnahme durch
Zellen
Hier liegt der Schwerpunkt auf der Analyse der Prozessierung der assemblierten





Die Layer-by-Layer -Technik (LbL-Technik) stellt ein einfaches Prinzip zur Modiﬁkation
von Oberﬂächen dar. Mit ihrer Hilfe können nanostrukturierte Polymermultischichten mit
deﬁnierter Dicke, Struktur, Komposition und Eigenschaften hergestellt werden.
Das grundlegende Prinzip der LbL-Technik wurde bereits 1966 von Iler et al. [61] vor-
gestellt, wobei hier ein Multischichtaufbau mit Hilfe von positiv und negativ geladenen
kolloidalen Mikropartikeln untersucht wurde. Erst 1991 wurde das Verfahren erneut von
Decher und Hong [62] aufgegriﬀen und für die Erzeugung von Polymermultischichten
etabliert. Die Multischicht wurde dabei von positiv und negativ geladenen Polyelektroly-
ten gebildet.
Generell erfolgt bei Verwendung der LbL-Technik eine sequentielle Adsorption von kom-
plementären, multivalenten Molekülen auf einer Oberﬂäche. Dabei kann die Adsorption
sowohl aufgrund elektrostatischer [6366] als auch nicht-elektrostatischer Interaktionen
wie durch hydrophobe Wechselwirkung [6769], kovalente [7072] oder biologisch speziﬁ-
sche Bindungen [7375] erfolgen.
Im Nachfolgenden soll die Assemblierung einer Multischicht durch zwei gegensätzlich ge-
ladene Polyelektrolyte mittels elektrostatischer Interaktion genauer beschrieben werden,
da dieses Prinzip in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde. Dabei ist das generelle
Beschichtungsschema in Abbildung 3.1 dargestellt.
Die Darstellung zeigt, dass die Oberﬂäche jeweils mit dem entsprechenden Polyelek-
trolyt (PE1 oder PE2) inkubiert wird und es aufgrund der elektrostatischen Anziehung
zu einer entropiegetriebenen Anlagerung des Polyelektrolytes auf der Oberﬂäche kommt.
Nach erfolgreicher Assemblierung von beispielsweise PE1 kann der Prozess mit PE2 wie-
derholt werden, wobei somit eine Multischicht aufgebaut wird.
Die Adsorption der gegensätzlich geladenen Polyelektrolyte PE1 und PE2 kann physika-
lisch als ein Ionenaustauschprozess betrachtet werden [76]. Dabei wird vereinfacht davon
ausgegangen, dass alle PE-Moleküle eine entsprechende Ladung, eine Ionenhülle sowie eine
Hydrathülle besitzen. Thermodynamisch betrachtet ﬁndet bei der Assemblierung von PE2
auf einer mit PE1 beschichteten Oberﬂäche nun stufenweise die Entfernung der Ionenhülle
und der Hydrathülle um beide Polyelektrolyte sowie die eigentliche Anlagerung von PE2
3 Grundlagen
Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Aufbaus einer Polyelektrolytmultischicht mit Hil-
fe der LbL-Technik:
1) Immersion des zu beschichtenden Substrates in einer Polyanionen-Lösung. 2) Waschen des
Substrates zur Entfernung ungebundener Polyanionen. 3) Immersion des Substrates in einer
Polykationen-Lösung. 4) Waschen des Substrates zur Entfernung ungebundener Polykationen.
Die Abbildung wurde von Decher et al. adaptiert [65].
statt. Die Änderung der Gibbs-Energie (∆G) dieses Prozesses kann dabei in die folgenden
Anteile zerlegt werden:
∆GA1: Transformation der Ionenhülle von PE1-Molekülen
∆GH1: Transformation der Hydrathülle von PE1-Molekülen
∆GA2: Transformation der Ionenhülle von PE2-Molekülen in Lösung
∆GH2: Transformation der Hydrathülle von PE2-Molekülen
∆G1-2: Elektrostatische Interaktion zwischen den Ladungen von PE1 und PE2
∆GHyd: Hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den PE-Molekülen
Für einen erfolgreichen Multischichtaufbau muss für die Gesamtänderung derGibbs-
Energie gelten:
∆G = ∆GA1 + ∆GH1 + ∆GA2 + ∆GH2 + ∆G1-2 + ∆GHyd < 0
Kotov et al. [76] zeigten, dass bei typischen Polyelektrolyten [77] bei niedrigen Ionenstär-
ken für ∆GA1, ∆GA2, ∆GH1 und ∆GH2 positive Werte im Bereich von je (7-16) kJmol-1
erhalten werden. Im Gegensatz dazu weisen sowohl ∆G1-2 als auch ∆GHyd negative Werte
auf, wobei diese maßgeblich durch die eingesetzten Polyelektrolyte bestimmt werden. Zu-
sätzlich zeigt sich, dass durch Variation der Beschichtungsbedingungen (Ionenstärke [78
80], pH-Wert [8183] oder Temperatur [80, 84, 85]) ebenfalls die Ausbildung und Struktur
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Abbildung 3.2: Aminosäuresequenz des kationischen Polyelektrolytes Protaminsulfat (PRM).
Abbildung 3.3: Monomerstrukur des anionischen Polyelektrolytes Dextran-Natriumsulfat
(DXS).
der Multischicht beeinﬂusst wird.
Nachdem die LbL-Technik ursprünglich für planare Oberﬂächen entwickelt wurde, ge-
lang später ebenfalls eine erfolgreiche Assemblierung von Polyelektrolytmultischichten auf
kolloidalen Partikeln mit Durchmessern im Mikrometerbereich. Bis heute wurde die Aus-
bildung einer Polyelektrolytmultischicht durch eine Vielzahl von möglichen Polyelektrolyt-
paarungen nachgewiesen [86, 87]. Unter anderem wurde dies auch für die in dieser Arbeit
verwendete Polyelektrolytpaarung aus Protaminsulfat (PRM, kationisch, Abbildung 3.2)
und Dextran-Natriumsulfat (DXS, anionisch, Abbildung 3.3) gezeigt [88]. Insbesondere für
die Anwendung in biologischen Systemen besitzt diese Paarung einen wesentlichen Vorteil,
da beide Polyelektrolyte bereits von der Weltgesundheitsorganisation zugelassen sind und
auch in der Medizin Anwendung ﬁnden [89, 90].
3.2 Phospholipide und Supported Lipid Bilayer
Lipide gehören zu den essentiellen Bestandteilen von biologischen Systemen. Sie werden
deﬁnitionsgemäß als wasserunlösliche Moleküle beschrieben, welche sich jedoch sehr gut in
organischen Lösungsmitteln lösen lassen. Dabei können Lipide aufgrund ihrer Struktur in
verschiedene Klassen eingeteilt werden. Man unterscheidet grob zwischen Phospholipiden,
Glycerolipiden, Glycolipiden, Sphingolipiden und Cholesterol [91], wobei auch noch weitere
Unterteilungen möglich sind. Im Folgenden soll auf die besonders in Zellmembranen häuﬁg
vorkommenden Phospholipide bzw. Phosphoglyceride eingegangen werden.
Phosphoglyceride besitzen eine charakteristische Struktur mit einem zentralen Glycerin.
Ihr Aufbau ist schematisch in Abbildung 3.4 dargestellt.
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Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der allgemeinen Struktur eines Phosphoglycerids. Die
Reste R1 und R2 entsprechen Fettsäuren, die über Estherbindungen an das Glycerin gebunden
sind, während die Kopfgruppe X die Klasse des Phosphoglycerids bestimmt.
Abbildung 3.5: Strukturformel der Phospholipide 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (POPC) und 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin (POPS).
Dieser zeigt, dass das zentrale Glycerin mit zwei Fettsäuren (R1 und R2) an den ersten
beiden Hydroxygruppen verestert ist. An der dritten Hydroxygruppe ist eine Phosphat-
gruppe gebunden, welche wiederum mit einem Molekül mit einer alkoholischen Funktion
(X) verestert ist (Phosphorsäurediestergruppe). Je nach Struktur der vorhandenen Fett-
säuren (Länge, gesättigt oder ungesättigt) sowie des gebundenen Alkohols (z.B. Serin
oder Cholin) können verschiedene Phosphoglyceride unterschieden werden. In Abbildung
3.5 sind die Strukturformeln von 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (POPC)
und 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin (POPS) dargestellt, da diese haupt-
sächlich in dieser Arbeit verwendet wurden.
Aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften der einzelnen Komponenten besitzen Phos-
phoglyceride einen amphiphilen Charakter. Dabei ist der sogenannte Schwanz (Fettsäu-
ren) hydrophob, während der polare Kopf hydrophil ist. Dieser Charakter führt dazu,
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dass Phosphoglyceride in wässriger Lösung spontan selbstorganisierte Strukturen ausbil-
den. Dabei unterscheidet man zwischen Mizellen, unilamellaren Vesikeln (ULV) und mul-
tilamellaren Vesikeln (MLV). Zusätzlich können die ULVs noch hinsichtlich ihrer Größe in
kleine (small unilamellar vesicles, SUV oder Liposomen), große (large unilamellar vesicles,
LUV) und sehr große unilamellare Vesikel (giant unilamellar vesicles, GUV) diﬀerenziert
werden. Grundsätzlich bestehen dabei alle unilamellaren Strukturen aus einer Lipiddop-
pelschicht. Diese besitzt je nach Lipidzusammensetzung eine unterschiedliche Dicke, wobei
die Größenordnung im einstelligen Nanometerbereich liegt.
Zusätzlich können durch verschiedene präparative Methoden gezielt Strukturen erzeugt
werden. Mittels Extrusion durch Polycarbonatmembranen [92] oder durch Ultraschallbe-
handlung [93] gelingt die Herstellung von SUVs in regulierbarer Größe. GUVs mit einer
Größe von mehreren Mikrometern werden z.B. durch Elektroformation angefertigt, wobei
hier auch die Präparation unter physiologisch relevanten Bedingungen (Anwesenheit ver-
schiedener Elektrolyte) möglich ist [94, 95].
Neben der selbstorganisierten Ausbildung von Lipidstrukturen in wässriger Lösung wur-
de 1984 von McConnell et al. [58, 96, 97] ein Verfahren vorgestellt, um eine Lipid-
doppelschicht auf einem festen Substrat assemblieren zu können. Dabei wurde ein so-
genannter Supported Lipid Bilayer  (SLB) durch die Fusionierung mehrerer SUVs mit
der Substratoberﬂäche erzeugt. Später wurde gezeigt, dass auch durch Anwendung der
Langmuir/Blodgett-Technik (LB-Technik) [98] ein SLB auf eine Oberﬂäche aufgetragen
werden kann. Dabei erfolgte die Aufbringung des SLB durch die zweimalige Assemblie-
rung einer an der Luft/Wasser-Grenzschicht beﬁndlichen Lipidmonoschicht auf die Sub-
stratoberﬂäche. Während mit der LB-Technik auch eine asymmetrische Lipidmembran
aufgebracht werden kann, erlaubt die Fusionierung von SUVs die Beschichtung nahezu je-
der Oberﬂächenmorphologie. In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Assemblierung eines
SLB auf sphärischen Mikropartikeln mit Hilfe der Fusionierung mehrerer SUVs mit der
Mikropartikeloberﬂäche. Daher soll im Folgenden diese Fusionierung und die dabei resul-
tierende Ausbildung eines SLB genauer betrachtet werden.
Obwohl die Assemblierung eines SLB bereits sehr vielfältig eingesetzt wird, ist der genaue
Formationsprozess nicht allumfassend geklärt. In den vergangenen Jahren wurde eine Viel-
zahl an Untersuchungen [99102] durchgeführt, um die grundlegenden Formationsschritte
bestimmen zu können. Zusätzlich erfolgte die Entwicklung theoretischer Modelle, welche
basierend auf den Eigenschaften der SUV (z.B. Biegemodul und Krümmung) und den
adhäsiven Interaktionen mit dem Substrat, die Ausbildung eines SLB vorhersagen können
[103, 104]. Grundlegend wurde bei den Untersuchungen festgestellt, dass die Ausbildung
eines SLB auf zwei Arten stattﬁnden kann (Abbildung 3.6):
a) Einzelne SUVs aus der Lösung adsorbieren auf der Substratoberﬂäche, reißen auf
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der Assemblierung eines SLB durch Fusionierung von
SUVs auf einer Substratoberﬂäche. a) In einem ersten Schritt erfolgt die Adsorption individueller
SUVs aus der Lösung auf der Oberﬂäche (1) mit einer anschließenden Verformung (2). Dies führt
zu einem Aufreißen der adsorbierten SUVs und zur Formierung eines SLB (3). b) Mehrere SUVs
aus der Lösung adsorbieren auf der Oberﬂäche ohne aufzureißen (1). Nachdem eine kritische Kon-
zentration an SUVs erreicht ist, erfolgt die Formierung eines SLB durch das spontane Aufreißen
eines einzelnen SUV und dem daraus folgendem kaskadenförmigen Aufreißen benachbarter SUVs
(2).
und bilden lokale Stellen mit einer Lipiddoppelmembran. Im Anschluss erfolgt die
sukzessive Adsorption und das Aufreißen weiterer SUVs bis eine vollständige SLB
gebildet wurde [102].
b) Die SUVs adsorbieren nahezu intakt auf der Substratoberﬂäche bis eine kritische
Dichte erreicht ist. Durch das spontane Aufreißen eines einzelnen SUV entsteht ein
Kaskadenprozess, wobei benachbarte SUVs ebenfalls betroﬀen sind und so der SLB
gebildet wird [105].
Weiterhin wurde nachgewiesen, dass die ausgebildete Lipidmembranstruktur nicht nur
von den verwendeten Lipiden sowie dem Substrat abhängt, sondern ebenfalls von den
verwendeten Inkubationsbedingungen (z.B. Puﬀer, Lipidkonzentration oder Temperatur
[106, 107]). Für eine erfolgreiche SLB-Formation ist es demnach notwendig, die Inkubation
bei einer Temperatur durchzuführen, welche höher ist als die Phasenübergangstemperatur
von der gelartigen zur ﬂüssigkristallinen Phase [108].
Untersuchungen von Lvov et al. [109] haben gezeigt, dass ein SLB ebenfalls auf einer
polyelektrolytbeschichteten planaren Oberﬂäche assembliert werden kann, wobei hier die
LB-Technik benutzt wurde. Später gelang es Cassier et al. nachzuweisen, dass mit Hil-
fe der Fusionierung von SUVs ebenfalls ein SLB auf Polyelektrolytmultischichten erzeugt
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der Endozytose eines extrazellulären Objektes durch
verschiedene Prozesse: Phagozytose, Clathrin-vermittelte Endozytose, Caveolae-vermittelte En-
dozytose und Makropinozytose. Die Abbildung wurde von Hillaireau et al. adaptiert [111].
werden kann [110]. Hierbei wurde insbesondere festgestellt, dass, ähnlich wie bei der LbL-
Technik, die Verwendung von SUVs mit einer zur Oberﬂäche gegensätzlichen Ladung für
eine erfolgreiche SLB-Assemblierung notwendig ist. Jedoch wurde auch nachgewiesen, dass
der ausgebildete SLB Inhomogenitäten aufweist, welche insbesondere bei Messung des elek-
trischen Widerstandes beobachtet wurden.
Spätere Untersuchungen vonMoya et al. [54] und Fischlechner et al. [60] demonstrier-
ten, dass die Assemblierung eines zusammenhängenden SLB nicht nur auf polyelektro-
lytbeschichteten planaren Oberﬂächen, sondern auch auf polyelektrolytbeschichteten Mi-
kropartikeln durchgeführt werden kann. Dabei besaß insbesondere die Zusammensetzung
der Lipidmischung eine signiﬁkante Auswirkung auf die Formierung eines homogenen SLB
oder die Adsorption intakter SUV.
3.3 Zelluläre Aufnahme von Mikropartikeln
In der vorliegenden Arbeit wurde neben der Assemblierung eines SLB auf Mikropartikeln
ebenfalls die Interaktion und die Aufnahme der Mikropartikel durch Zellen untersucht.
Daher soll nachfolgend ein Überblick über die verschiedenen Aufnahmewege von Zellen
gegeben werden.
Einer der grundlegenden Interaktionsprozesse von Zellen mit Komponenten des Extrazel-
lularraums ist die gerichtete Aufnahme von Stoﬀen (sowohl fest als auch ﬂüssig). Die-
ser aktive Prozess wird als Endozytose bezeichnet und kann in Phagozytose, Clathrin-
vermittelte Endozytose, Caveolae-vermittelte Endozytose und Makropinozytose [111] un-
terteilt werden (Abbildung 3.7). Bei der Endozytose ﬁndet grundlegend eine Abschnürung
eines Membranvesikels auf der Innenseite der Zellmembran statt, welches anschließend im
Intrazellularraum mit Zellkompartimenten wie z.B. Lysosomen verschmilzt.
Die Phagozytose stellt einen Endozytoseprozess dar, welcher hauptsächlich von Zellen des
Immunsystems (z.B. Makrophagen) durchgeführt wird. Dabei werden Objekte mit einem
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Durchmesser von >0,75µm, wie z.B. Zelldebris, apoptotische Zellen oder Mikroorganis-
men von der Zelle aufgenommen. Generell besitzen die extrazellulären Komponenten ei-
ne speziﬁsche Oberﬂächenmodiﬁkation, welche entweder durch zelleigene Prozesse erzeugt
wird (z.B. auf der äußeren Lipidmembran exprimiertes Posphatidylserin bei apoptotischen
Zellen) oder durch die Anbindung spezieller Opsonine (z.B. C3b oder Immunoglobuline)
hervorgerufen wird. Diese werden von Oberﬂächenrezeptoren der phagozytierenden Zel-
len speziﬁsch erkannt, es kommt zu einer Kondensierung der Oberﬂächenrezeptoren um
das phagozytierte Objekt und zu einer Signalweiterleitung ins Zellinnere. Diese bewirkt
ein durch Aktin hervorgerufenes aktives Einstülpen der Zellmembran und somit die Auf-
nahme des Objektes in ein Phagosom. Im Zellinneren ﬁndet dann eine Verschmelzung
des Phagosoms mit Lysosomen statt. Durch die im Lysosom beﬁndlichen Enzyme (z.B.
Lipasen und Proteasen) sowie des sauren Milieus (pH<5) erfolgt eine Degradation des
phagozytierten Objektes [112, 113].
Bei der Clathrin-vermittelten Endozytose kann eine Aufnahme sowohl durch Bindung ei-
nes speziﬁschen Oberﬂächenrezeptors auf der Zellmembran, als auch ohne diese Bindung
stattﬁnden [114, 115]. Grundsätzlich bildet sich nach Anlagerung des Objektes auf der
Zellmembran eine clathrinbeschichtete Vertiefung aus. Dabei entsteht ein Clathringitter,
welches das Objekt in der Vertiefung einschließt. Im Anschluss kommt es zur Rekrutierung
von Dynamin, welches die Abschnürung des clathrinbeschichteten Vesikels von der Mem-
branoberﬂäche gewährleistet [116]. Im Zellinneren erfolgt dann der Abbau des Clathrins
und die Verschmelzung des Vesikels mit einem frühen Endosom. Im Anschluss ﬁndet ähn-
lich wie bei der Phagozytose eine Verschmelzung mit Lysosomen und eine Degradation
des endozytierten Objektes statt.
Bei der Caveolae-vermittelten Endozytose existieren auf der Lipidmembran sogenannte
Caveolaebereiche, welche eine Form von Lipid Rafts darstellen [117]. Sie bestehen aus ei-
ner hohen Konzentration an Caveolin sowie Cholesterin und Sphingolipiden [118]. Nach
Anlagerung eines extrazellulären Objekts kommt es zur Erhöhung der Konzentration von
Caveolin und zur Vergrößerung des Caveolaebereichs. Im Anschluss erfolgt eine Einstül-
pung und eine Dynamin-vermittelte Abschnürung des Vesikels. Im Zellinneren kann das
Vesikel dann entweder mit einem frühen Endosom oder einem Caveosom verschmelzen.
Während bei Verschmelzung mit einem frühen Endosom erneut die oben beschriebene
weitere Prozessierung stattﬁndet, besitzt das Caveosom einen neutralen pH-Wert, so dass
keine Degradation des aufgenommenen Objektes auftritt. Im späterem Verlauf kann beim
Caveosom eine Freisetzung des aufgenommenen Objektes ins Zytoplasma erfolgen [119].
Die Makropinozytose stellt ähnlich wie die Phagozytose eine durch Aktin vermittelte Auf-
nahme von extrazellulären Objekten dar [120]. Im Gegensatz zur Phagozytose kommt es
jedoch nicht zu einer direkten Einstülpung des Objektes, sondern zu einer Überstülpung
des Objektes von einer Seite und einer anschließenden Abschnürung des gebildeten Vesikels
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(Makropinosom) in den Intrazellularraum [121]. Dadurch können auch Objekte mit meh-
reren Mikrometern Durchmesser endozytiert werden. Die intrazelluläre Prozessierung des
Makropinosoms ist vom jeweiligem Zelltyp abhängig, wobei in der Regel eine Verschmel-
zung mit lysosomalen Komponenten und eine anschließende Degradation des endozytierten
Objektes erfolgt [115].
Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dass die Endozytose von LbL-Mikro-
partikeln von der jeweiligen Mikropartikel-Oberﬂächenmodiﬁkation sowie der verwende-
ten Zelllinie abhängt [122, 123]. Dabei wurde festgestellt, dass die Endozytose sowohl
durch Phagozytose, Caveolae-vermittelte Endozytose oder Makropinozytose stattﬁnden
kann [123125]. Zusätzlich zeigte sich, dass die Mikropartikel im Zellinneren zeitabhängig
im Zytoplasma oder im Endolysosm anzutreﬀen sind. Auch wurde beobachtet, dass eine
Degradation von bioabbaubaren Komponenten auftritt [39, 44].
3.4 Fluoreszenz und Fluoreszenzlöschung (Quenching)
Um die Position oder die Interaktion bestimmter Messobjekte besser bestimmen zu kön-
nen, werden sowohl bei physikalischen als auch bei biologischen Fragestellungen häuﬁg
ﬂuoreszierende Marker eingesetzt. Dabei ist Fluoreszenz ein photophysikalischer Prozess
bei welchem ein Molekül nach Anregung Licht emittiert. Sie wurde erstmalig 1852 von
Stokes beschrieben [126] und stellt eine Unterkategorie der Lumineszenz dar. Die Grund-
mechanismen der Fluoreszenz lassen sich mit Hilfe der vereinfachten Darstellung des Ener-
gieniveauschemas eines Moleküls, des sogenannten Jablonski -Diagrammes [127], erklären
(Abbildung 3.8).
Dabei kann dem Molekül ein System von Singulett-Zuständen (S0, S1,..) mit dem Ge-
samtelektronenspin Null, sowie von Triplett-Zuständen (T1, T2,...) mit einem Gesamtelek-
tronenspin Eins zugeordnet werden.
Unter normalen Umgebungsbedingungen beﬁndet sich ein ﬂuoreszierendes Molekül bei
Raumtemperatur im Grundzustand (S0, v= 0). Dieses kann nun optisch angeregt werden,
wenn die Energie eines einfallenden Photons EP = hν der Energiediﬀerenz zwischen dem
Grundzustand und einem angeregtem Zustand (S1, v'= 3) entspricht. In diesem angeregten
Zustand relaxiert das Molekül in das unterste Schwingungsniveau (S1, v'= 0, t< 10-12 s)
[128]. Der Übergang zwischen den Zuständen S1 und S0 ist quantenmechanisch erlaubt, da
der Gesamtspin erhalten bleibt. Nach einer mittleren Lebensdauer von (10-9-10-6) s [129]
erfolgt dieser Übergang durch Emission eines Photons. Diesen Prozess bezeichnet man
als Fluoreszenz. Aufgrund der vorherigen Relaxation des Moleküls besitzt das emittierte
Photon eine geringere Energie als das anregende Photon (EEm < EP), was sich in einer
größeren Wellenlänge äußert (λEx < λEm). Diese Verschiebung wird Stokes-Verschiebung
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Abbildung 3.8: Vereinfachte Darstellung der Energieniveaus eines Moleküls, sowie verschiedener
Übergangsformen zwischen unterschiedlichen Energieniveaus.
genannt [130].
Zusätzlich zur Fluoreszenz kann das Molekül ebenfalls vom angeregten Zustand (S1, v'= 0)
in den metastabilen Triplett-Zustand (T1, v'= 3) übergehen. Dieser Übergang ist aufgrund
der notwendigen Spinumkehr jedoch quantenmechanisch verboten und benötigt in der Re-
gel zwischen (10-4 und 102) s. Dieser Prozess wird als Phosphoreszenz bezeichnet [131].
Wenn sich das ﬂuoreszierende Molekül in einer Flüssigkeit beﬁndet, kann es sehr leicht
von benachbarten Molekülen beeinﬂusst werden. Interaktionen, die dabei die emittierte
Fluoreszenzintensität verringern, bezeichnet man als Fluoreszenzlöschung (Quenching).
Dabei kann man zwischen dynamischem und statischem Quenchen sowie dem Förster -
Resonanzenergiertransfer (FRET) unterscheiden.
Beim dynamischen Quenchen (stoßbedingte Fluoreszenzlöschung) erfolgt dabei die Über-
führung des Moleküls aus dem angeregten Zustand S1 in den Grundzustand S0 durch einen
Energieaustausch mit dem Quencher. Dabei muss der Energietransfer stattﬁnden, wenn
sich das Molekül im angeregtem Zustand beﬁndet.
Im Gegensatz dazu erfolgt beim statischen Quenchen eine Komplexierung des Moleküls
mit dem Quencher. Dieser Komplex kann zwar weiterhin angeregt werden, geht jedoch
strahlunsglos in den Grundzustand über, ohne zu ﬂuoreszieren. In der Regel weist der neu-
gebildete Komplex ebenfalls veränderte Absorptionseigenschaften im Vergleich zum freien
Molekül auf. Die Verringerung der Fluoreszenzintensität durch dynamisches und statisches
Quenchen kann mit Hilfe der Stern-Volmer -Gleichung beschrieben werden [132]:
I -
I+
= 1 + cQKSV
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Hierbei gibt I - die Fluoreszenzintensität in Abwesenheit und I+ in Anwesenheit des Quen-
chers an. KSV stellt die Stern-Volmer -Konstante und cQ die Konzentration des Quenchers
dar.
Beim FRET wird die Energie des angeregten Moleküls (Donor) auf ein zweites Mole-
kül (Akzeptor) übertragen. Dabei erfolgt die Energieübertragung strahlungslos über eine
Dipol-Dipol-Wechselwirkung [133]. Die Energie kann anschließend vom Akzeptor durch die
Emission eines Photons oder durch strahlungsfreie Übergänge abgegeben werden. Grund-
voraussetzungen für einen erfolgreichen Energieübertrag mittels FRET sind eine Überlap-
pung des Emissionsspektrums des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors,
eine parallele Orientierung der elektronischen Schwingungsebenen von Akzeptor und Do-
nor sowie ein geringer Abstand zwischen Akzeptor und Donor. Die Transferrate des FRET





Dabei bezeichnet τ 0 die mittlere Lebensdauer des angeregten Zustands des Donors, R0
den Förster -Radius bei welchem eine 50%ige Energieübertragung stattﬁndet und rAD den
Abstand zwischen Donor und Akzeptor. Für einen eﬀektiven FRET müssen Donor und
Akzeptor in der Regel eine Abstand von <10 nm besitzen [134].
3.5 Bartlett-Untersuchung
1958 wurde von Bartlett et al. [135] ein Verfahren vorgestellt, um den Phosphorgehalt
in einer Lösung zu bestimmen. Dabei wurde das bereits etablierte Verfahren von Fiske
und Subbarow [136] modiﬁziert, wodurch eine erhöhte Sensitivität erreicht werden konn-
te. Die Bartlett-Untersuchung beruht dabei ebenfalls auf der kolorimetrischen Bestimmung
von anorganischem Phosphat.
Bei der Untersuchung der Konzentration einer Phospholipidlösung erfolgt zunächst ei-
ne Umwandlung der Phospholipide in anorganisches Phosphat durch die Inkubation mit
Perchlorsäure. Im Anschluss wird anorganisches Phosphat durch die Zugabe von Ammo-
niummolybdat in Molybdatophosphorsäure umgewandelt. Durch Reduktion mittels eines
starken Reduktionsmittels (z.B. Ascorbinsäure) entsteht bei entsprechender Wärmezu-
fuhr ein bläulicher Komplex, welcher spektroskopisch analysiert werden kann (λ=820 nm).
Dabei zeigte sich, dass die Bartlett-Untersuchung insbesondere für Bestimmung geringer





Die Fluoreszenzspektroskopie stellt ein spektroskopisches Verfahren dar, mit dessen Hilfe
Proben sowohl qualitativ als auch quantitativ untersucht werden können. Grundlegend für
die Analyse ist die Anwesenheit eines ﬂuoreszierenden Moleküls in der zu vermessenden
Probe.
In dieser Arbeit wurde das Fluorezenzspektrometer FluoroMax-2 eingesetzt. Dieses be-
sitzt als Lichtquelle eine 150W Xenon Lampe und ist mit zwei Czerny-Turner -Mono-
chromatoren ausgestattet. Die zu vermessende Probe wird in einer Küvette im Messgerät
platziert und mittels des ersten Czerny-Turner -Monochromators mit einer deﬁnierten An-
regungswellenlänge λA bestrahlt. Die dabei vom ﬂuoreszierenden Molekül emittierten Pho-
tonen werden mit Hilfe des zweiten Czerny-Turner -Monochromators aufgenommenen und
mittels eines Photoelektronenvervielfachers und anschließender digitaler Umwandlung ver-
arbeitet. Durch Variation der vom zweiten Monochromator weitergeleiteten Wellenlänge
kann so ein Emissionsspektrum der Probe aufgenommen werden. Dabei hängt die emittier-
te Fluoreszenzintensität IFluo wie folgt von der absorbierten Anregungsintensität IAbs(λA)
ab:
IFluo(λA) ∼ ΦFIAbs(λA)
IAbs(λA) = I0(1− 10-A(λA))
Der dabei wesentliche, verknüpfende Faktor ist die Fluoreszenz-Quantenausbeute (ΦF)
des zu detektierenden ﬂuoreszierenden Moleküls, während die absorbierte Anregungsin-
tensität von der Anregungsintensität (I0) und der Absorbanz der Probe (A(λA)) abhängt.
3.6.2 Durchﬂusszytometrie
Für die Charakterisierung von Suspensionen aus kolloidalen Teilchen (z.B. Mikropartikel
oder Zellen) kann die Durchﬂusszytometrie eingesetzt werden. Diese erlaubt aufgrund der
hydrodynamischen Fokussierung eine schnelle Einzelteilchenanalyse und eine statistische
Interpretation der erhaltenen Daten [137]. Dabei werden die vereinzelten Teilchen an ei-
ner Lichtquelle (Laser) vorbeigeführt und hinsichtlich ihrer fotometrischen Eigenschaften
charakterisiert. Diese umfassen:
- Intensität des Vorwärtsstreulichts (Forward Scatter Intensity - FSC)




Dabei gibt das FSC-Signal den im 5 ◦-Winkel um das gemessene Objekt gebeugten Licht-
anteil an und erlaubt somit eine relative Einordnung der Größe des Messobjekts. Es ist
anzumerken, dass neben der rein physikalischen Ausdehnung ebenfalls der Brechungsindex
des Messobjektes einen Einﬂuss auf den gemessenen FSC-Wert besitzt [138].
Das SSC-Signal repräsentiert den Anteil des eingestrahlten Lichtes, welcher im und auf
dem Messobjekt im 90 ◦-Winkel gestreut wird. Die detektierte Signalintensität hängt dabei
von der Oberﬂächenbeschaﬀenheit, der inneren Struktur sowie vom Brechungsindex des
Messobjekts ab. Das detektierte FL-Signal gibt die vom Messobjekt emittierte Fluores-
zenzintensität in einen bestimmten Wellenlängenbereich an.
In der vorliegenden Arbeit wurde das Durchﬂusszytometer BD FACS Calibur verwen-
det, welches einen Argon-Laser (λEx=488 nm) für die Hauptanregung benutzt. Zusätzlich
kann für erweiterte Fluoreszenzanalysen ein Dioden-Laser zugeschaltet werden, welcher
eine Emissionswellenlänge von λEx=633 nm besitzt. Das von dem Messobjekt emittierte
Fluoreszenzsignal kann in vier getrennten Fluoreszenzkanälen aufgefangen werden, welche
sich durch die folgenden Wellenlängenbereiche auszeichnen:
FL1: (530 ± 15) nm
FL2: (585 ± 21) nm
FL3: ≥ 670 nm
FL4: (661 ± 8) nm
Die selektierten Photonen werden im Anschluss von einem Photoelektronenvervielfacher
aufgefangen und in ein elektrisches Signal überführt. Dieses wird entsprechend der vom
Nutzer verwendeten relativen Verstärkungen potenziert und dem entsprechenden Detek-
tionskanal zugeordnet. Für jedes Messobjekt werden alle gewählten Parameter aufgenom-
men, welche im Anschluss auch gegeneinander aufgetragen werden können. Man unter-
scheidet daher zwischen einer eindimensionalen (Histogramm) Darstellung eines Parame-
ters und einer zweidimensionalen (Dotplot) Darstellung zweier frei wählbarer Parameter
gegeneinander.
Für die Auswertung sowie die graphische Darstellung der gewonnenen Messdaten wurden
die ProgrammeWinMDI und Flowing Software eingesetzt. Da in dieser Arbeit ausschließ-
lich mit einer logarithmischen Verstärkung gearbeitet wurde, wurde bei der Auswertung






Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (Confocal Laser Scanning Microscopy, CLSM)
stellt eine Weiterentwicklung der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie dar und erlaubt
eine dreidimensionale Charakterisierung einer ﬂuoreszierenden Probe. Im Gegensatz zur
Fluoreszenzmikroskopie erfolgt nicht die sofortige Aufnahme eines Gesamtbildes, sondern
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Tabelle 3.1: Auﬂösungsgrenzen (dx-y und dz) verschiedener Farbstoﬀe bei Verwendung in einem
konfokalem Laser-Scanning-Mikroskop.
Farbstoﬀ Emissionswellenlänge (λ) / nm dx-y / nm dz / nm
Alexa Fluor 350 442 136,28 362,25
Fluorescein 517 159,41 423,71
Rhodamin 576 177,60 472,07
Cy5 665 205,04 545,01
eine sequenzielle punktweise Abrasterung der Probe mit einem Laser. Dabei ﬁndet eine
Fokussierung des Laserstrahls auf den gewünschten Bildpunkt statt, wodurch lediglich
Fluorophore in einem kleinen Volumen angeregt werden. Die nun emittierten Photonen
gelangen durch eine Lochblende zum Detektor, wobei aufgrund der Lochblende lediglich
die Signalintensität aus einer bestimmten Ebene zum Detektor weitergeleitet wird. Die
so detektierten Bildpunkte werden im Anschluss computergestützt zu einem Gesamtbild
zusammengesetzt.
Die beugungsbedingten Auﬂösungsgrenzen des CLSM unterscheiden sich in den einzelnen
Aufnahmeebenen aufgrund des geometrischen Aufbaus. Dabei wird in Auﬂösung in der
x-y-Ebene (dx-y) und Auﬂösung in der z-Ebene (dz) unterschieden, welche mit Hilfe der
nachstehenden Formeln berechnet werden können:
dx-y = 0, 37
λ
AN
dz = 0, 62
λ
n−√n2 − AN2
Neben der direkten Abhängigkeit von der Emissionswellenlänge (λ) sind beide Auﬂö-
sungen ebenfalls von der Numerischen Apertur (AN) sowie vom Brechungsindex des ver-
wendeten Immersionsöls (n) bestimmt. In dieser Arbeit wurde das LSM 510 (Carl Zeiss)
mit einem C-Apochromat 63x/1,20W Korr UV-VIS-IR Objektiv verwendet. Dieses Ob-
jektiv besitzt eine Numerische Apertur von AN = 1, 2 und das zugehörige Immersionsöl
einen Brechungsindex von n = 1, 33. Damit ergeben sich die in Tabelle 3.1 angegebenen
Auﬂösungen für die verwendeten Farbstoﬀe.
3.6.4 Rasterkraftmikroskopie
Die Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy, AFM) ist ein kraftbasiertes Mi-
kroskopieverfahren, welches durch die Interaktionen zwischen Sondenspitze und Probe
bestimmt wird. Es unterscheidet sich somit grundlegend von lichtbasierten Mikroskopie-
verfahren und erlaubt die markierungsfreie Untersuchung einer Probe. Dabei kann neben
der Bestimmung der Oberﬂächentopographie zusätzlich eine kraftspektroskopische Cha-
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rakterisierung der Oberﬂäche durchgeführt werden [139]. Die für diese Untersuchungen
grundlegende Beziehung wird durch das Lennard-Jones-Potential beschrieben. Dieses ist
für große Entfernungen durch eine anziehende Wechselwirkung dominiert (Van-der-Waals-
Kräfte und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen), wohingegen für kurze Abstände abstoßende
Wechselwirkungen auf Grundlage des Pauli -Prinzips überwiegen.
Da in der vorliegenden Arbeit eine Charakterisierung der Oberﬂächentopographie durch-
geführt wurde, soll nun dieses Verfahren kurz beschrieben werden. Bei der Aufnahme
einer Oberﬂäche mit Hilfe des AFM wird eine Blattfeder, der sogenannte Cantilever, in
die Nähe der Oberﬂäche gebracht. An dessen Ende beﬁndet sich eine schmal zulaufen-
de pyramidenförmige Spitze, welche den Interaktionspunkt mit der Oberﬂäche darstellt.
Jegliche Interaktion (anziehend oder abstoßend) zwischen der Oberﬂäche und der Sonden-
spitze erzeugt eine Deformierung des Cantilevers, welche durch einen auf dessen Rückseite
gerichteten Laserstrahl ausgelesen werden kann.
Zur Abrasterung der Oberﬂäche werden verschiedene Verfahren wie contact mode und
tapping mode eingesetzt. Im contact mode wird die Spitze in einem sehr dichten Abstand
über die Oberﬂäche geführt. Dabei kann entweder die Position der Spitze unabhängig von
der Oberﬂächentopographie konstant gehalten werden (constant height) oder die Distanz
zwischen Spitze und Oberﬂäche wird konstant belassen (constant force). Dabei ist zu be-
achten, dass es bei Verwendung des constant height-Moduses zu einem direkten Kontakt
zwischen Oberﬂäche und Spitze kommen kann. Dies geschieht insbesondere bei sehr rauen
Oberﬂächen und kann sowohl die Spitze als auch die Oberﬂäche beschädigen.
Im Gegensatz zum contact mode kann die Oberﬂäche auch unter Nutzung des tapping
mode betrachtet werden. Dabei beﬁndet sich die Spitze in einer größeren Entfernung zur
Oberﬂäche und wird mit ihrer Resonanzfrequenz angeregt. In diesem Zustand wird sie
nun über die Oberﬂäche geführt und die dadurch hervorgerufene Änderung der Schwin-
gungsfrequenz detektiert. Dieses Aufnahmeverfahren eignet sich aufgrund der indirekten
Interaktion mit der Oberﬂäche besonders gut für weiche Strukturen wie Lipidmembranen
oder Zellen [140].
In der vorliegenden Arbeit wurde das Rasterkraftmikroskop MFP-3D von Asylum Rese-
arch verwendet. Dabei konnten die Topographie der untersuchten polyelektrolytbeschich-
teten Oberﬂächen mit Hilfe des constant force-Modus beobachtet werden.
3.6.5 Zetapotential
Zur Charakterisierung einer kolloidalen Suspension hinsichtlich ihrer Stabilität und der
Oberﬂächenladung der Partikel kann das Zetapotential herangezogen werden. Dabei be-
zeichnet das Zetapotential nicht die eigentliche Oberﬂächenladung der Partikel, sondern
bezieht die Interaktionen mit den in der Lösung beﬁndlichen Ionen ein. Eine einfache Theo-
rie zur Beschreibung der sich ausbildenden Ionenverteilung ist das Doppelschicht-Modell.
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Abbildung 3.9: Schematische Darstellung des Doppelschicht-Modells. Das Potential (unten
rechts) und die Ionenverteilung sind in Abhängigkeit des Abstand von einem negativ gelade-
nen kolloidalen Partikel in einer wässrigen Lösung dargestellt. Dabei sind markante Schichten
(Sternschicht, Abscherschicht) sowie Potentiale (Sternpotential, Zetapotential) genauer bezeich-
net.
Dieses ist in Abbildung 3.9 schematisch dargestellt.
Wird ein Partikel mit elektrisch geladener Oberﬂäche in Suspension gebracht, so la-
gern sich auf der Partikeloberﬂäche Ionen aus dem Medium an und es bildet sich eine
Helmholtz-Doppelschicht aus, welche nach außen durch die sogenannte Sternschicht abge-
grenzt wird. Im Anschluss lagern sich nun weitere Ionen in diﬀusen Schichten an, wobei in
großer Entfernung die Oberﬂächenladung des Partikels kompensiert wird und es elektrisch
neutral erscheint.
Bewegt sich ein solches Partikel nun, so wird ein Teil der diﬀus angelagerten Ionen ab-
geschert (Abscherschicht). Es entsteht eine sogenannte elektrokinetische Einheit, welche
sowohl das geladene Partikel als auch alle bis zur Abscherschicht gebundenen Ionen um-
fasst. Das Potential dieser elektrokinetischen Einheit wird als Zetapotential bezeichnet.
Zur Bestimmung des Zetapotentials benutzt man die Mikroelektrophorese, bei welcher sich
Partikel aufgrund ihrer Oberﬂächenladung in einem angelegten elektrischen Feld bewegen.
Dieser Zusammenhang lässt sich bei niedrigen Feldstärken wie folgt beschreiben:
vPartikel = µeE
Dabei wird mit vPartikel die Partikelgeschwindigkeit, mit µe die elektrophoretische Mo-
bilität und mit E die elektrische Feldstärke bezeichnet.






Dabei ist ε die Dielektrizitätskonstante, η die dynamische Viskosität des Mediums und
f(κr) die Henry-Funktion, welche sowohl von der Debye-Länge (κ-1) als auch von dem
Radius des Partikels (r) abhängt. Für die beiden Extremfälle κr  1 und κr  1 geht










für κr  1 (2)
In der vorliegenden Arbeit wurden alle Messungen zur Bestimmung des Zetapotentials in
1mM NaCl-Lösung bei Raumtemperatur durchgeführt. Dadurch ergibt sich folgende De-




= 9,613 nm. Die verwendeten SiO2-Mikropartikel besitzen
einen Durchmesser von 4,99µm oder 5,53µm. Damit folgt, dass κr = 2495nm
9,613nm
= 259, 54 1
beziehungsweise κr = 2765nm
9,613nm
= 287, 63 1. Somit wurde für SiO2-Mikropartikel die Smo-
luchowski -Gleichung verwendet.
Für kleinere Partikel wie Liposomen (SUV) ist in der Regel weder κr  1 noch κr  1
erfüllt. Die in dieser Arbeit gemessenen Liposomen besitzen einen Durchmesser von 50 nm
woraus κr = 25nm
9,613nm
= 2, 6 folgt. Hier kann weder die Hückel - noch die Smoluchowski -
Gleichung verwendet werden. Unter diesen Umständen ergibt sich jedoch für die Henry-
Funktion f(κr) ein Wert von 0, 54. Dementsprechend kann das Zetapotential der Liposo-
men mit Hilfe folgender Gleichung berechnet werden:
ζ = 1, 23
µeη
ε
für κr = 2, 6
In dieser Arbeit wurde zur Bestimmung der elektrophoretischen Mobilität bzw. des
Zetapotentials ein ZetaPALS von Brookhaven Instruments Corporation eingesetzt.
3.6.6 Dynamische Lichtstreuung
Die dynamische Lichtstreuung (Dynamic Light Scattering, DLS) stellt ein Messverfahren
zur Bestimmung des hydrodynamischen Radius (Rh) von Partikeln in einer Suspension
dar. Dabei können sowohl Mikropartikel als auch Nanopartikel bzw. Proteine analysiert
werden. Die in einer Suspension beﬁndlichen Partikel werden einem Laserstrahl ausgesetzt
und das von den Partikeln gestreute Licht analysiert. Da die in der Suspension beﬁndlichen
Partikel der Brownschen-Molekularbewegung unterliegen, ändert sich das vom Detektor




Bei der dynamischen Lichtstreuung wird nun die Streulichtintensität in sehr kurzen Zeitab-
ständen (kurz in Relation zu einer Fluktuationsdauer) gemessen und die daraus resultie-
rende Autokorrelationsfunktion bestimmt:
C(t) = Ae-2γt +B
Während A und B optische Konstante sind, welche durch das Messgerät bestimmt sind,
kann der Exponent γ wie folgt beschrieben werden:
γ = Dq2
Dabei stellt D den Diﬀusionskoeﬃzienten und q eine messspeziﬁsche Konstante dar,
welche vom Streuwinkel Θ, der Wellenlänge des eingesetzten Lasers λ0 und dem Bre-








Mit Hilfe einer mathematischen Funktionsanpassung kann der Diﬀusionskoeﬃzient be-
stimmt werden. Anschließend wird mittels der Stokes-Einstein-Gleichung der hydrodyna-
mische Radius Rh berechnet (kB - Boltzmann-Konstante, η - Viskosität des Suspensions-




Zur Bestimmung des hydrodynamischen Radius Rh mittels DLS wurde erneut das Zeta-
PALS von Brookhaven Instruments Corporation benutzt, wobei alle Messungen in wäss-
rigem Medium und bei Raumtemperatur durchgeführt wurden.
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Präparation von Liposomen Liposomen mit verschiedener Lipidkomposition wurden
immer unmittelbar vor ihrer Nutzung hergestellt. Dabei wurden die Lipide 1-palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin (POPS), 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocho-
lin (POPC) und 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-[biotinyl(polyethylen-
glycol)-2000] (PE-PEG-Biotin) in einem molaren Verhältnis von 1:1:0 (0mol% PE-PEG-
Biotin), 1:1:0,002 (0,1mol% PE-PEG-Biotin), 1:1:0,01 (0,5mol% PE-PEG-Biotin), 1:1:0,02
(1mol% PE-PEG-Biotin), 1:1:0,05 (2,5mol% PE-PEG-Biotin), 1:1:0,1 (5mol% PE-PEG-
Biotin), 1:1:0,2 (10mol% PE-PEG-Biotin) und 1:1:0,4 (20mol% PE-PEG-Biotin) in Chlo-
roform gemischt. Bei der Durchführung von Fluoreszenzexperimenten wurden zusätzlich
die ﬂuoreszierenden Lipide 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-(Carboxyﬂuor-
escein) (PE-FL) oder L-α-phosphatidylethanolamin-N-(Lissamin-Rhodamin-B-Sulfonyl)
(PE-RITC) in einer Endkonzentration von 0,1mol% oder 1mol% zugesetzt.
Weiterhin wurden die Lipide POPS, POPC und 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanol-
amin (PE) bzw. 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-[methoxy(polyethylen-
glycol)-2000] (PE-PEG) in einem molaren Verhältnis von 1:1:0,2 (10mol% PE bzw. PE-
PEG) verwendet.
Im Anschluss daran wurden die Lipidmischungen getrocknet und in PBS mit einer Konzen-
tration von 10,2mM rehydriert. Die Lipidlösungen wurden gut durchmischt und für 15min
mit Ultraschall behandelt, um multilamellare Vesikel (MLV) zu erhalten. Die Transfor-
mation von MLV in Liposomen wurde mittels Extrusion durch Polycarbonatmembranen
(d=50 nm) bei einer Temperatur von 37 ◦C erreicht. Dabei liegt die eingesetzte Tempera-
tur über der Phasenübergangstemperatur der verwendeten Lipidmischungen und erlaubt
somit die Formation einer monodispersen Liposomen-Suspension.
Präparation von sehr großen unilamellaren Vesikeln Sehr große unilamellare Vesikel
(GUV, d ≥ 10µm) wurden mittels Elektroformation [143] hergestellt. Dabei wurden Lipid-
mischungen bestehend aus POPS/POPC im molaren Verhältnis 1:1, POPS/POPC/PE-
PEG-Biotin im molaren Verhältnis 1:1:0,01 (0,5mol% PE-PEG-Biotin) und 1:1:0,2 (10
mol% PE-PEG-Biotin) verwendet. Die Lipidkonzentrationen wurden in Chloroform auf
1,5mM eingestellt. GUVs wurden in einer 250mM Sucrose-Lösung unter Verwendung von
Titanelektroden und einem alternierenden elektrischen Feld über einen Zeitraum von 3,5 h
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hergestellt. Die GUV-Suspension wurde entnommen und bei 4 ◦C über einen Zeitraum von
maximal 24 h gelagert. Für die Untersuchungen über die unspeziﬁsche Proteininteraktion
mit Lipidmembranen wurde die GUV-Suspension in 0,15mM (10mgml-1) BSA-FITC-
Lösung über einen Zeitraum von 1 h inkubiert. Für eine Aufreinigung der Probe wurde die
GUV/BSA-FITC-Suspension im Anschluss in 250mM Sucrose-Lösung verdünnt.
Fluoreszenzmarkierung von Polyelektrolyten Für Fluoreszenzuntersuchungen wurden
die Polyelektrolyte Polyallylamin-Hydrochlorid (PAH) und Protaminsulfat (PRM) zusätz-
lich mit dem ﬂuoreszierenden Molekül Rhodamin-B-Isothiocyanat (RITC) markiert. Dabei
wurde das synthetische Polyelektrolyt PAH in einer Konzentration von 11mgml-1 in einer
Mischung aus Carbonatpuﬀer (pH=8,5) und Methanol gelöst. Anschließend erfolgte die
Zugabe von RITC (3mgml-1 in Methanol) in einem Verhältnis von 9:1. Die PAH/RITC-
Mischung wurde für 48 h bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss mittels einer
Dialysemembran vorgereinigt (MWCO: 12000-14000Da). Eine weitere Aufreinigung wur-
de mittels erzwungener Durchmischung und anschließender Phasentrennung in Butanol
erreicht, wobei sich der gebildete PAH-RITC-Komplex in der wässrigen Phase beﬁndet. In
einem letzten Schritt wurde die Lösung aliquotiert, lyophilisiert und bis zur Verwendung
bei 4 ◦C gelagert.
Das Biopolyelektrolyt PRM wurde in einer Konzentration von 17mgml-1 in Carbonatpuf-
fer gelöst (pH=8,5). Anschließend erfolgte die Zugabe von RITC (2,5mgml-1 in Metha-
nol/Wasser 1:1) in einem Verhältnis von 3:2. Die PRM/RITC-Mischung wurde für 48 h
bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss mittels einer Dialysemembran (MWCO:
1000Da) und einer Sephadex G-25 Säule aufgereinigt. Anschließend wurde auch hier die
Lösung aliquotiert, lyophilisiert und bis zur Verwendung bei 4 ◦C gelagert.
Layer-by-Layer -Beschichtung von planaren Oberﬂächen Vor der Layer-by-Layer -
Beschichtung wurden planare Silicat-Deckgläschen zuerst mittels RCA-1 Reinigung [144]
von allen Oberﬂächenkontaminationen gereinigt, anschließend getrocknet und auf einem
Objektträger ﬁxiert. Im Anschluss erfolgte die Abgrenzung einer deﬁnierten Fläche mittels
einer Silikonmembran (A≈ 63mm2). Diese Fläche wurde 10min mit 100µl einer 1mgml-1
PRM-Lösung inkubiert. Überﬂüssiges PRM wurde mit zehnmaligem Spülen mit 100µl
0,1M NaCl entfernt. Anschließend wurde die Fläche für 10min mit 100µl einer 1mgml-1
DXS-Lösung inkubiert und erneut zehn Mal mit je 100µl 0,1M NaCl gespült. Dieses Ver-
fahren wurde solange wiederholt bis eine Anzahl von neun Polyelektrolytschichten auf die
Oberﬂäche aufgebracht wurde.
Layer-by-Layer -Beschichtung von SiO2-Mikropartikeln Silica-Mikropartikel (SiO2)
mit einem Durchmesser von (4,99 ± 0,2)µm und (5,53 ± 0,21)µm wurden mit Poly-
elektrolyten beschichtet. 200µl der SiO2-Mikropartikel-Suspension (5Masse%) wurden in
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500µl einer 1mgml-1 Lösung des positiv geladenen Polyelektrolyts dispergiert. Nach einer
10-minütigen Inkubation unter leichtem Schütteln, wurde die Probe zentrifugiert (1min,
2000g), der Überstand und das überﬂüssige Polyelektrolyt abgenommen und dreimal mit
je 400µl 0,1M NaCl-Lösung gewaschen. Im Anschluss wurde die Beschichtung mit der
Inkubation in einer Lösung des negativ geladenen Polyelektrolyts (1mgml-1, 500µl) fort-
gesetzt. Diese Vorgehensweise wurde solange wiederholt, bis die benötigte Anzahl an Poly-
elektrolytschichten auf die SiO2-Mikropartikel aufgebracht wurden. Die folgende Nomen-
klatur wird verwendet: neun Polyelektrolytschichten =̂ [positives Polyelektrolyt/negatives
Polyelektrolyt]4,5.
Schlussendlich wurde die Konzentration der SiO2-Mikropartikel wieder an die ursprüngli-
che Suspensionskonzentration angepasst (≈ 3 × 105 Mikropartikelµl-1).
In dieser Arbeit wurden hauptsächlich die Biopolyelektrolytpaarungen aus Protaminsulfat
(PRM) und Dextran-Natriumsulfat (DXS) bzw. PRM-RITC und DXS (in 0,1M NaCl)
benutzt. Zusätzlich erfolgte in einigen Fällen die Verwendung der synthetischen Polyelek-
trolytpaarung aus Polyallylamin-Hydrochlorid (PAH) und Polystyrolsulfonat (PSS) bzw.
PAH-RITC und PSS (in 0,5M NaCl).
Supported Lipid Bilayer -Beschichtung von SiO2-Mikropartikeln Biopolyelektrolyt-
beschichtete SiO2-Mikropartikel ([PRM/DXS]4,5) wurden durch Fusionierung von Lipo-
somen mit einer Lipidmembran beschichtet. 5µl, 10µl, 20µl, 40µl und 100µl der SiO2-
Mikropartikel-Suspension wurden mit 72µl Liposomen-Suspension in 311µl PBS unter
konstantem Schütteln für 1 h bei 37 ◦C inkubiert. Zusätzlich wurden 95µl, 90µl, 80µl, 60µl
oder 0µl 0,1M NaCl-Lösung zur Einstellung des gewünschten Inkubationsvolumens sowie
der Ionenstärke zugesetzt. Die angegebenen Beschichtungsbedingungen entsprechen einem
Oberﬂächenverhältnis der Liposomen zu Mikropartikeln (AL/AM) von 1600:1, 800:1, 400:1,
200:1 und 80:1. Anschließend wurden überschüssige Liposomen durch drei Zentrifugations-
(1min, 2000g) und Waschschritte mit 400µl PBS entfernt. Schlussendlich wurden die li-
pidbeschichteten SiO2-Mikropartikel in 200µl PBS resuspendiert.
Streptavidin-Bindung Die Bindung von Streptavidin auf lipidbeschichteten SiO2-Mikro-
partikeln wurde über ﬂuoreszierendes Streptavidin (Strep-Cy5) beobachtet. Dabei wurden
100µl der SiO2-Mikropartikel-Suspension (1 × 105 Mikropartikelµl-1) in 100µl Strep-
Cy5-Lösung (0,15mgml-1) inkubiert. Nach einer Inkubationsdauer von 1 h bei leichtem
Schütteln wurden die SiO2-Mikropartikel zentrifugiert (1min, 2000g) und dreimal mit je
200µl PBS gewaschen. Im Anschluss wurde das Volumen auf 100µl eingestellt.
Rinderserumalbumin-Bindung Die Bindung von Rinderserumalbumin (BSA) auf li-
pidbeschichteten SiO2-Mikropartikeln wurde mit ﬂuoreszierenden Rinderserumalbumin-
Fluoresceinisothiocyanat (BSA-FITC) untersucht. Dabei wurden die SiO2-Mikropartikel
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(100µl, 1 × 105 Mikropartikelµl-1) in 400µl einer 0,15mM (10mgml-1) BSA-FITC-Lösung
für 1 h unter leichtem Schütteln inkubiert. Anschließend wurde überﬂüssiges BSA-FITC
durch drei Zentrifugations- (1min, 2000g) und Waschschritte mit 400µl PBS entfernt. Die
Endkonzentration wurde auf 200µl eingestellt.
Die Bestimmung der adsorbierten Menge an BSA-FITC-Molekülen auf der SiO2-Mikro-
partikeloberﬂäche wurde mit Hilfe von Standard-FITC-Kalibrationspartikeln durchgeführt,
die mit unterschiedlichen, deﬁnierten Mengen an FITC markiert sind. Dabei wurden die
Kalibrationspartikel unter den gleichen Bedingungen und Messeinstellungen gemessen, um
eine Bestimmung der Anzahl von FITC-Molekülen pro SiO2-Mikropartikel zu ermöglichen.
Basierend auf einem Markierungsverhältnis von sieben FITC-Molekülen pro BSA-Molekül
und einem Durchmesser der SiO2-Mikropartikel von 4,99µm bzw. 5,53µm wurde im An-
schluss die Menge an adsorbierten BSA-FITC-Molekülen sowie der Menge pro Oberﬂäche
berechnet.
Antikörper-Bindung Die speziﬁsche und unspeziﬁsche Bindung eines primären bioti-
nylierten Antikörpers (ABp) an die Oberﬂäche der SiO2-Mikropartikel wurde mit Hilfe
eines ﬂuoreszierenden, sekundären Antikörpers (ABs-Cy5) untersucht. Dafür wurden die
SiO2-Mikropartikel (25µl, 1 × 105 Mikropartikelµl-1) in 100µl einer 0,02µgµl-1 Lösung
mit primärem Antikörper für 1 h unter leichtem Schütteln inkubiert. Anschließend wurde
ungebundener Antikörper durch drei Zentrifugations- und Waschschritte (1min, 2000g)
mit 200µl PBS entfernt.
Für die Bestimmung der gebundenen Menge an primärem Antikörper wurden die SiO2-
Mikropartikel in 100µl einer 0,05µg µl-1 sekundären Antikörper-Lösung für 1 h unter
leichtem Schütteln inkubiert. Nachfolgend erfolgte erneut eine Reinigung durch drei Zen-
trifugations- und Waschschritte (1min, 2000g) mit 200µl PBS. Schlussendlich wurde das
Volumen auf 200µl eingestellt.
Zur genaueren Untersuchung der Antikörperbindung wurden unspeziﬁsche Bindungsstel-
len auf den SiO2-Mikropartikeln mit BSA abgesättigt. Dabei wurden 50µl der SiO2-
Mikropartikel-Suspension (1× 105 Mikropartikelµl-1) in 400µl einer 10mgml-1 BSA-Lösung
für 1 h bei Raumtemperatur und unter leichtem Schütteln inkubiert. Danach wurde un-
gebundenes BSA durch drei Zentrifugations- und Waschschritte (1min, 2000g) mit 400µl
PBS entfernt. Im Anschluss wurde die SiO2-Mikropartikelkonzentration erneut auf 1 × 105
Mikropartikelµl-1 angepasst und die SiO2-Mikropartikel entsprechend der obenstehenden
Bedingungen weiterbeschichtet.
Quenching mit Trypanblau Lipidbeschichtete SiO2-Mikropartikel, deren assemblierte
Lipidmembran zusätzlich 0,1mol% oder 1mol% PE-FL enthielt, wurden für Quenching-
Untersuchungen mit Trypanblau (TB) inkubiert. Dabei wurden für durchﬂusszytometri-
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sche Untersuchungen 5 × 105 SiO2-Mikropartikel in 220µl einer 0,035%igen TB-Lösung
dispergiert und anschließend für 10min inkubiert. Für konfokalmikroskopische Untersu-
chungen wurden 5 × 105 SiO2-Mikropartikel in 500µl PBS in eine für Konfokaluntersu-
chungen geeignete Petrischale gegeben. Nach Sedimentation der SiO2-Mikropartikel wurde
die Referenzaufnahme durchgeführt. Anschließend erfolgte die langsame Zugabe von 50µl
einer 0,4%igen TB-Lösung. Nach einer Inkubationsdauer von 10min wurde das Quenching
der Fluoreszenz gemessen.
Bartlett-Untersuchung Sowohl die Bestimmung der Menge an assemblierten Lipidmo-
lekülen auf der Oberﬂäche der SiO2-Mikropartikel als auch die Bestimmung des Dop-
pelmembrancharakters von POPS/POPC 1:1-Liposomen wurde mit Hilfe einer Bartlett-
Untersuchung durchgeführt. 1,5× 107 lipidbeschichtete SiO2-Mikropartikel bzw. 4,2× 1011
Liposomen wurden in 200µl einer 70%igen Perchlorsäure-Lösung für 30min bei 230 ◦C in-
kubiert, um eine Zerstörung der Phospholipide und die Freisetzung von anorganischem
Phosphat zu erreichen. Im Anschluss wurden 700µl einer 3,6mM Ammoniummolybdat-
Lösung mit 12,5% Perchlorsäure sowie 700µl einer 3%igen Ascorbinsäure-Lösung den
SiO2-Mikropartikeln bzw. Liposomen zugesetzt und für 5min bei 100 ◦C inkubiert. Da-
durch wurde das anorganische Phosphat in Molybdatophosphorsäure umgewandelt, welche
später durch Reduktion eine Verbindung mit bläulicher Färbung liefert. Die Lösungen wur-
den auf Raumtemperatur heruntergekühlt und nachfolgend die Absorption bei λ=820 nm
gemessen.
Elektrophoretische Mobilität Die elektrophoretische Mobilität von Liposomen und SiO2-
Mikropartikeln wurde in 1mM NaCl Lösung (pH=6,5) bei Raumtemperatur mit einem
ZetaPALS gemessen. Das Zetapotential wurde anschließend mit Hilfe der Smoluchowski -
Gleichung bzw. der im Abschnitt Zetapotential angegebenen korrigierten Gleichung für
Liposomen berechnet.
Hydrodynamischer Durchmesser Der hydrodynamische Durchmesser von Liposomen
unterschiedlicher Lipidmischungen wurde mittels DLS in 0,1M NaCl bei Raumtemperatur
bestimmt. Dabei kam erneut das ZetaPALS zum Einsatz, wobei die ﬁnale Liposomenkon-
zentration auf (1 - 0,1)µM eingestellt wurde.
Zellkultur In der vorliegenden Arbeit wurden die Zelllinien 3T3/CD4-CXCR und Ve-
ro CCL81 verwendet. Für beide Zelllinien wurde als Medium DMEM mit 10% fetalem
Kälberserum (FKS), 100 units ml-1 Penicillin und 0,1mgml-1 Streptomycin eingesetzt. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte unter Standardbedingungen (37 ◦C, 5% CO2 und 97%
relative Luftfeuchte) in Zellkulturﬂaschen. Bei Erreichen einer konﬂuenten Bedeckung der
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Oberﬂäche erfolgte eine Subkultivierung. Dabei wurden die Zellen zuerst durch Inkuba-
tion mit Trypsin-EDTA (0,05%, 5min) von der Oberﬂäche abgelöst und anschließend in
einem Verhältnis von 1:10 in eine neue Zellkulturﬂasche überführt. In dieser Arbeit wurden
ausschließlich Zellen mit einer Passagenzahl von ≤ 30 verwendet.
Antikörper-Bindung auf Zellen Die Expression verschiedener Oberﬂächenrezeptoren
wurde mittels speziﬁscher Antikörperbindung nachgewiesen. Dabei wurden die Zellen mit
Trypsin-EDTA abgelöst und auf eine Konzentration von 1 × 107 Zellenml-1 verdünnt, wo-
bei eine Lösung aus PBS mit zusätzlich 2% BSA verwendet wurde. Im Anschluss wurden
100µl der Zell-Suspension (1 × 106 Zellen) in 1,5ml Reaktionsgefäßen mit den entspre-
chenden Antikörpern für 30min bei 4 ◦C inkubiert. Dabei wurden Antikörper (AB) gegen
CXCR4 (ABCXCR4, 0,5µg), CD155 (ABCD155, 2µg) und CCR5 (ABCCR5, 0,25µg) einge-
setzt. Die Zellen wurden zweimal zentrifugiert (5min, 400g, 4 ◦C) und mit je 200µl PBS
mit 2% BSA gewaschen. Abschließend wurden die Zellen mit einem ﬂuoreszierenden sekun-
dären Antikörper (ABs-Cy5) inkubiert. Dabei wurden erneut 100µl der Zell-Suspension
(1 × 106 Zellen) mit 2µg ABs-Cy5 für 30min bei 4 ◦C inkubiert. Zuletzt wurden die Pro-
ben erneut zweimal zentrifugiert (5min, 400g, 4 ◦C) und mit je 200µl PBS mit 2% BSA
gewaschen.
SiO2-Mikropartikel-Zell-Interaktion für Durchﬂusszytometrie Die konﬂuent gewach-
senen Zellen wurden mit Trypsin-EDTA abgelöst und auf eine Konzentration von 2 × 105
Zellenml-1 verdünnt (DMEM + 10% FKS). Dann wurden je 500µl (1 × 105 Zellen) pro
well in eine 48-well -Platte gegeben und über 24 h unter Standardbedingungen (37 ◦C, 5%
CO2 und 97% relative Luftfeuchte) kultiviert. Anschließend wurde der Überstand abge-
nommen und 500µl der entsprechenden SiO2-Mikropartikel (1 × 106 Mikropartikelml-1) in
DMEM mit 2% FKS hinzugegeben. Die SiO2-Mikropartikel/Zellproben wurden nun über
die gewünschte Zeitdauer inkubiert und mit Trypsin-EDTA abgelöst. Nach der Zugabe
von 200µl Medium (DMEM + 10% FKS) wurden die Proben in 1,5ml Reaktionsgefäße
überführt und durch einen Zentrifugations- (400g, 5min, 4 ◦C) und Waschschritt mit 300µl
PBS gereinigt. Bis zur Probenmessung wurden die SiO2-Mikropartikel/Zellproben auf Eis
gelagert, wobei die Messung maximal 5min nach der Zentrifugation durchgeführt wurde.
SiO2-Mikropartikel-Zell-Interaktion für Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie Die
konﬂuent gewachsenen Zellen wurden mit Trypsin-EDTA abgelöst und auf eine Kon-
zentration von 1 × 105 Zellenml-1 gebracht (DMEM + 10% FKS). Im Anschluss wur-
den je 500µl (0,5 × 105 Zellen) pro Kammer in ein 8-well chamber slide gegeben und
über 24 h unter Standardbedingungen (37 ◦C, 5% CO2 und 97% relative Luftfeuchte)
kultiviert. Anschließend wurde der Überstand abgenommen und 500µl der entsprechen-
den SiO2-Mikropartikel (5 × 105 Mikropartikelml-1) in DMEM mit 2% FKS hinzuge-
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geben. Die SiO2-Mikropartikel/Zellproben wurden nun über die gewünschte Zeitdauer
unter Standardbedingungen inkubiert. 1 h vor Erreichen der gewünschten Inkubations-
dauer wurde der Überstand abgenommen und durch 500µl DMEM + 2% FKS mit
100mM LysoTracker R© Green DND-26 (Lysotracker) ersetzt und für 1 h inkubiert. Im
Anschluss wurde der Überstand erneut abgenommen und durch 500µl einer ﬂuoreszieren-
den Weizenkeimagglutinin-Lösung (WGA-AF350, 15µgml-1 in HBSS) ersetzt. Nach einer
Inkubation von 10min wurden die Probe dreimal mit 500µl DMEM + 2% FKS gewaschen.
Messbedingungen für Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie Für die Untersuchung
ﬂuoreszierender Proben mittels CLSM wurde ein 63× Immersionsölobjetiv verwendet. Die
Detektion der WGA-AF350 markierten Zellen erfolgte mit einem UV-Laser (Anregungs-
wellenlänge λEx = 351 nm) und einer Detektion der emittierten Fluoreszenz durch einen
Bandpassﬁlter im Wellenlängenbereich von λ = (385-470) nm. Für Fluorescein-markierte
Substanzen (PE-FL und BSA-FITC) sowie zur Detektion des Lysotrackers wurde ein
Argon-Laser mit einer Anregungswellenlänge von λEx = 488 nm verwendet, wobei die emit-
tierte Fluoreszenz mit einem Bandpassﬁlters (Wellenlängenbereich von λ = (505-550) nm)
detektiert wurde. Rhodamin-markierte Proben (PE-RITC und PAH-RITC) wurden mit ei-
nem Helium-Neon-Laser mit einer Wellenlänge von λEx = 543 nm angeregt. Die Detektion
der emittierten Fluoreszenz erfolgte erneut mit einem Bandpassﬁlters (Wellenlängenbe-
reich von λ = (560-615) nm). Strep-Cy5 und ABs-Cy5 wurden mit einem Helium-Neon-
Laser mit einer Wellenlänge von λEx = 633 nm angeregt und die emittierte Fluoreszenz
mittels eines Langpassﬁlters beobachtet (λ ≥ 650 nm).
Messbedingungen für Durchﬂusszytometrie Bei der quantitativen Untersuchung von
SiO2-Mikropartikeln mittels Durchﬂusszytometrie wurden 5 × 105 SiO2-Mikropartikel in
200µl PBS suspendiert. Im Anschluss wurden 1 × 104 vereinzelte SiO2-Mikropartikel
gemessen und dem Standardverfahren entsprechend analysiert.
Bei der Untersuchung der Interaktion von SiO2-Mikropartikeln mit Zellen wurden die
SiO2-Mikropartikel/Zellproben in 300µl PBS verdünnt, so dass eine Endkonzentration
von ≈ 3 × 105 Zellenml-1 vorlag. Im Anschluss wurden 1 × 104 Zellen detektiert und
analysiert. Dabei wurden die Programme Flowing Software sowie WinMDI verwendet.
Die Verstärkungen der einzelnen Messungen wurden den Proben entsprechend angepasst
oder für die Vergleichbarkeit mehrerer Messungen konstant gehalten.
Messbedingungen für Rasterkraftmikroskopie Topographische Untersuchungen der
Oberﬂäche von polyelektrolytbeschichteten Strukturen wurde sowohl auf planaren als auch
auf sphärischen Objekten durchgeführt.
Während polyelektrolytbeschichtete, planare Oberﬂächen ohne zusätzlichen präparativen
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Abbildung 4.1: Probenvorbereitung von SiO2-Mikropartikeln für Untersuchungen mittels Ras-
terkraftmikroskopie.
a) Aufbringen von polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropartikeln auf einer planaren Oberﬂäche;
b) Trocknung der SiO2-Mikropartikel bis nahezu jedwede Flüssigkeit verdunstet ist; c) Fixierung
der getrockneten SiO2-Mikropartikel an der Spitze eines spitzenlosen Cantilevers mittels eines
2-Komponenten-Klebstoﬀes; d) Invertierung des spitzenlosen Cantilevers und Fixierung auf der
planaren Oberﬂäche zur Vermessung mittels Rasterkraftmikroskopie
Aufwand direkt vermessen werden konnten, mussten sphärische SiO2-Mikropartikel zu-
nächst ﬁxiert werden. Die entsprechende Probenvorbereitung ist schematisch in Abbildung
4.1 dargestellt.
Polyelektrolytbeschichtete SiO2-Mikropartikel mit neun Polyelektrolytschichten wurden
zuerst dreimal mit Wasser gewaschen. Anschließend wurden ≈ 1 × 104 SiO2-Mikropartikel
in 100µl auf einen Objektträger gegeben und über einen Zeitraum von 2 h getrocknet
(Abbildung 4.1 a und b). Nach erfolgreicher Trocknung wurde das Ende eines spitzenlo-
sen Cantilevers (Typ CSC12) mit einer geringen Menge eines 2-Komponenten-Klebstoﬀes
versehen. Dieser wurde nun für 24 h in Kontakt mit einem geeigneten SiO2-Mikropartikel
gebracht (Abbildung 4.1 c). Nach erfolgreicher Fixierung des SiO2-Mikropartikels an der
Cantilever -Spitze wurde diese invertiert und ebenfalls auf der Oberﬂäche ﬁxiert (Abbil-
dung 4.1 d).
Die Untersuchungen von sowohl planaren Oberﬂächen als auch sphärischen SiO2-Mikro-
partikeln mit Rasterkraftmikroskopie wurden im hydrierten Zustand durchgeführt (0,1M
NaCl). Dabei wurde ein Cantilever (Typ MSCT) mit einer Federkonstante von 0,02Nm-1
verwendet und die Charakterisierung der Oberﬂäche im constant force-Modus durchge-
führt (F≈ 50 pN).
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5.1 Layer-by-Layer Multischichtaufbau
Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf der Assemblierung einer funktionellen Li-
pidmembran auf polyelektrolytbeschichteten kolloidalen Silica-Mikropartikeln (SiO2) und
deren Interaktion mit Zellen. Da bereits gezeigt werden konnte [145], dass die Assemb-
lierung einer Lipidmembran signiﬁkant von der Topographie der Oberﬂäche sowie deren
chemischen Eigenschaften (z.B. Ladung) beeinﬂusst werden kann, erfolgte zunächst eine
Charakterisierung der Polyelektrolytmultischicht auf SiO2-Mikropartikeln. Dabei wurden
sowohl der Multischichtaufbau, die resultierende Oberﬂächenladung (Zetapotential) als
auch die Topographie genauer betrachtet.
In Abbildung 5.1 sind das Zetapotential sowie die Fluoreszenzintensität von Layer-
by-Layer -beschichteten SiO2-Mikropartikeln dargestellt. Da der Aufbau der Multischicht
mit PRM und DXS hauptsächlich auf elektrostatischer Interaktion beruht, kann durch
Betrachtung des Zetapotentials in Abhängigkeit von der terminalen Polyelektrolytschicht
(Abbildung 5.1 a) ein Multischichtaufbau nachgewiesen werden. Des Weiteren ist die Ober-
ﬂächenladung der SiO2-Mikropartikel eine entscheidende Größe für eine spätere erfolgrei-
che Assemblierung einer Lipidmembran, die ebenfalls über eine primäre elektrostatische
Interaktion erfolgt [110].
Wie die Abbildung zeigt, liegt entsprechend der verwendeten Polyelektrolytbeschichtung
ein alternierendes Verhalten des Zetapotentials vor. Dabei weist eine Oberﬂächenbeschich-
tung mit PRM (ungerade Schichtanzahl) erwartungsgemäß ein positives Zetapotential auf,
während eine Oberﬂächenbeschichtung mit DXS (gerade Schichtanzahl) ein negatives Zeta-
potential besitzt. Die Absolutwerte der einzelnen Schichten schwanken dabei von ≈12mV
(PRM) bis zu ≈-30mV (DXS). Lediglich die neunte Schicht zeigt ein leicht erhöhtes Ze-
tapotential von ≈25mV. Diese Werte sind auch über eine längere Lagerdauer von bis zu
sieben Tagen stabil.
Aufgrund des beobachteten alternierenden Verhaltens des Zetapotentials kann grundsätz-
lich ein erfolgreicher Multischichtaufbau angenommen werden. Jedoch zeigten Untersu-
chungen von Hiller et al. [146], dass ein solches Verhalten ebenfalls durch das alternie-
rende Aufbringen und Ablösen einer Polyelektrolytschicht hervorgerufen werden kann. Um
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Abbildung 5.1: a) Zetapotential von SiO2-Mikropartikeln in Abhängigkeit von der Oberﬂächen-
beschichtung (gerade Schichtanzahl: DXS, ungerade Schichtanzahl: PRM). Die Messungen wur-
den in 1mM NaCl, pH: 6,5 durchgeführt. Die detektierte elektrophoretische Mobilität wurde mit
Hilfe der Smoluchowski-Gleichung in das Zetapotential umgerechnet. b) Durchﬂusszytometrische
Bestimmung der PRM-RITC-Fluoreszenzintensität von SiO2-Mikropartikeln in Abhängigkeit von
der Schichtanzahl. Die SiO2-Mikropartikel wurden alternierend mit PRM und DXS beschichtet,
wobei ab Schicht drei das ﬂuoreszierende PRM-RITC verwendet wurde.
dies ausschließen zu können, wurde das ﬂuoreszierende Polyelektrolyt PRM-RITC verwen-
det und die Fluoreszenzintensität der beschichteten SiO2-Mikropartikel mit Durchﬂusszy-
tometrie gemessen (Abbildung 5.1 b). Dabei erfolgte ab der dritten Schicht die Verwendung
von PRM-RITC. Das vorher beschriebene Verhalten des Aufbringens und Ablösens einer
Schicht würde nun zu einem alternierenden Verhalten in der detektierten Fluoreszenzin-
tensität führen. Es kann stattdessen aber ein linearer Anstieg der Fluoreszenzintensität
beobachtet werden, was auf einen linearen Multischichtaufbau schließen lässt.
Anschließend wurde die Oberﬂächentopographie der polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mi-
kropartikel mit Rasterkraftmikroskopie untersucht (Abbildung 5.2). Da dafür zusätzliche
Fixierungsschritte notwendig waren, ist im Vergleich die Oberﬂächentopographie einer
polyelektrolytbeschichteten, planaren Glasoberﬂäche dargestellt (Abbildung 5.2 a), welche
ohne eine zusätzliche Fixierung gemessen werden kann. Da die Topographie von planaren
Oberﬂächen bereits gut untersucht ist, können diese Aufnahmen als Kontrolle verwendet
werden [147].
Die Aufnahmen zeigen, dass die Assemblierung einer Polyelektrolytmultischicht auf ei-
ner planaren Glasoberﬂäche (Abbildung 5.2 a1-a3) zu einer markanten mosaikähnlichen
Struktur mit geringen Höhenunterschieden (geringe Rauigkeit) führt. Bei Betrachtung
des SiO2-Mikropartikels in Abbildung 5.2 b1 fällt auf, dass dieses aufgrund der Fixie-
rungsschritte größtenteils im Fixiermedium eingebettet und nur noch ein Teil des SiO2-
Mikropartikels für die Charakterisierung zugänglich ist. Auf diesem freiliegenden Teil sind
im Vergleich zur planaren Glasoberﬂäche Unregelmäßigkeiten in der Topographie zu erken-
nen, welche eine kreis- bzw. spiralförmige Struktur aufweisen. Eine Vergrößerung dieses
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Abbildung 5.2: Rasterkraftmikroskopieaufnahmen einer polyelektrolytbeschichteten planaren
Glasoberﬂäche (a, planare Glasoberﬂäche + [PRM/DXS]4,5) und eines polyelektrolytbeschich-
teten SiO2-Mikropartikels (b, SiO2-Mikropart. + [PRM/DXS]4,5). Für beide Oberﬂächen sind
jeweils drei Aufnahmen der selben Region mit unterschiedlicher Vergrößerung dargestellt (1-3).
Bereichs (Abbildung 5.2 b2) zeigt dabei die deutlich abweichende Struktur, welche auf
den Fixierungsprozess zurückgeführt werden kann (Abbildung 4.1). Dieser führt dazu,
dass die beobachtete SiO2-Mikropartikeloberseite während des Trocknungsprozesses die
SiO2-Mikropartikelunterseite darstellt. Die bei der Trocknung auftretenden Kapillarkräfte
bewirken die beobachtete kreisförmige Ausbildung einer Polyelektrolytstruktur. Dennoch
erlaubt die Betrachtung des zentralen Bereiches innerhalb dieser Struktur eine Analyse der
Oberﬂächentopographie von polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropartikeln (Abbildung
5.2 b3). Hier zeigt sich, dass ähnlich wie bei der planaren Glasoberﬂäche (Abbildung 5.2
a3) eine mosaikähnliche Struktur mit geringen Höhenunterschieden detektiert wird, die
der Struktur der planaren Oberﬂäche ähnelt.
Zusammenfassend zeigen die vorangegangen Untersuchungen, dass mit dem Biopolyelek-
trolytpaar PRM und DXS erfolgreich eine homogene Multischicht auf SiO2-Mikropartikeln
assembliert werden kann. Dabei bestimmt das verwendete terminale Polyelektrolyt das
Zetapotential des SiO2-Mikropartikels, wobei PRM ein positives Zetapotential hervorruft,
während bei einer terminalen DXS-Schicht ein negatives Zetapotential detektiert wird. Zu-
sätzlich zeigt die Analyse der Oberﬂächentopographie, dass die aufgebrachte Multischicht
eine glatte Struktur besitzt, und ähnlich einer polyelektrolytbeschichteten, planaren Glas-
oberﬂäche ein markantes Mosaikmuster aufweist. Damit stellt das untersuchte Mikropar-
tikelsystem eine gute Grundlage für die Assemblierung einer Lipidmembran dar.
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5.2 Supported Lipid Bilayer
5.2.1 Liposomencharakterisierung
Für die Untersuchung der Assemblierung eines Supported Lipid Bilayers auf SiO2-Mikro-
partikeln wurde zunächst eine geeignete Lipidmischung ausgewählt. In Übereinstimmung
mit den Experimenten von Fischlechner et al. [60] wurde eine Mischung des anionischen
Lipids POPS [148] und des zwitterionischen Lipids POPC [149] verwendet. Wie in dieser
Publikation gezeigt wurde, führt diese Lipidmischung in einem molaren Verhältnis von 1:1
zur Ausbildung einer Lipidmembran auf polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropartikeln.
Somit wurde auch in der vorliegenden Arbeit eine Lipidmischung von POPS und POPC
im Verhältnis 1:1 verwendet. Da die assemblierte Lipidmembran zusätzlich noch eine spe-
ziﬁsche Bindungsstelle aufweisen soll, wurde das funktionelle Lipid PE-PEG-Biotin der
Lipidmischung zugesetzt.
Um eine elektrostatische Interaktion der Liposomen aus dieser Lipidmischung mit einer
geladenen Polyelektrolytoberﬂäche der SiO2-Mikropartikel ausnutzen zu können, wurde
die Nettoladung verschiedener Konzentrationen von PE-PEG-Biotin (0mol%, 0,1mol%,
0,5mol%, 1mol%, 5mol%, 10mol% und 20mol%) untersucht. Ähnlich wie bei der Charak-
terisierung von SiO2-Mikropartikeln wurde dabei das Zetapotential gemessen. Der unter-
suchte Konzentrationsbereich wurde gewählt, um eine maximale Menge an PE-PEG-Biotin
integrieren zu können, ohne dass das ursprünglich negative Zetapotential der POPS/POPC-
Liposomen beeinﬂusst wird. Weiterhin muss darauf geachtet werden, dass ein Minimum
an speziﬁschen Bindungsstellen (Biotin) für eine adäquate Bindung von funktionellen Mo-
lekülen benötigt wird.
Die Abhängigkeit des Zetapotentials von der PE-PEG-Biotin-Konzentration wurde anhand
der elektrophoretischen Mobilität von Liposomen mit einem Durchmesser von ≈ 50 nm
untersucht. Entsprechend der früheren Ausführungen wurde daraus das Zetapotential be-
rechnet (Abbildung 5.3).
Die Ergebnisse zeigen, dass Liposomen aus einer reinen Lipidmischung aus POPS/POPC
1:1 (0mol% PE-PEG-Biotin) ein negatives Zetapotential (-(26,7± 1,5)mV) besitzen. Ge-
ringe Mengen an PE-PEG-Biotin (0,1mol%, 0,5mol% und 1mol%) zeigen nur einen mini-
malen Einﬂuss auf das Zetapotential (-(22,7± 1,4)mV, -(23,0± 3,4)mV und -(24,3± 0,8)
mV). Bei Erhöhung der PE-PEG-Biotin-Konzentration wurde ein neutralisierender Eﬀekt
auf das Zetapotential detektiert, welcher sich in Zetapotentialwerten von -(10,7± 0,5)mV
(5mol% PE-PEG-Biotin), -(8,7± 1,6)mV (10mol% PE-PEG-Biotin) und -(2,7± 0,7)mV
(20mol% PE-PEG-Biotin) ausdrückt.
Die Betrachtung der Größenverteilung (Abbildung 5.4 a) zeigt, dass diese nahezu un-
abhängig von der PE-PEG-Biotin-Konzentration ist und sich ein konstanter hydrodyna-
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Abbildung 5.3: Zetapotential von POPS/POPC 1:1 Liposomen (d = 50 nm) in Abhängigkeit
von der Konzentration an integriertem PE-PEG-Biotin. Die Messungen wurden in 1mM NaCl
Lösung, einem pH-Wert von 6,5 und Raumtemperatur durchgeführt. Die Abbildung wurde von
Göse et al. adaptiert [150].
mischer Durchmesser von ungefähr 80 nm einstellt (0mol%: 80,4 nm, 0,5mol%: 82,1 nm,
10mol%: 92,6 nm und 20mol%: 73,5 nm). Allerdings wird mit der DLS-Messung lediglich
der hydrodynamische Durchmesser der Liposomen bestimmt. Dementsprechend ergeben
sich leicht höhere Werte, als bei einer Extrusion durch eine Polycarbonatmembran mit
einem Durchmesser von 50 nm zu erwarten ist. Zusätzlich zeigen die Messungen in allen
Fällen einen niedrigen Polydispersitätsindex [151], d.h. eine schmale Größenverteilung.
Dies zeigt, dass auch bei hohen PE-PEG-Biotin-Konzentrationen eine monodisperse Lipo-
somenpopulation mit vergleichbaren hydrodynamischen Durchmessern erzeugt wird und
dementsprechend der hydrodynamische Durchmesser nicht für die beobachtete Reduzie-
rung des Zetapotentials verantwortlich ist.
Daher wurde der Einﬂuss der einzelnen Bestandteile des funktionellen Lipids genauer be-
trachtet. Bei dem verwendeten funktionellen Lipid PE-PEG-Biotin handelt es sich um ein
Mehrfach-Komponentensystem, welches aus dem Lipid PE, dem Polymer PEG und der
speziﬁschen Bindungsstelle Biotin besteht. Um den individuellen Einﬂuss der Komponen-
ten bestimmen zu können, wurden POPS/POPC-Liposomen mit 10mol% PE, PE-PEG
oder PE-PEG-Biotin genauer untersucht (Abbildung 5.4 b). Die Werte des Zetapotentials
zeigen, dass sowohl PE als auch PE-PEG bereits einen deutlichen Einﬂuss ausüben. Da-
bei wurde das ursprünglich negative Zetapotential von -(26,7± 0,7)mV (POPS/POPC 1:1)
unabhängig von der Art des hinzugefügten Lipids auf -(5,6± 0,8)mV (PE), -(6,6± 0,7)mV
(PE-PEG) und -(5,5± 2,0)mV (PE-PEG-Biotin) reduziert.
Diese Reduzierung kann auf unterschiedliche Ursachen zurückgeführt werden. Im Falle des
49
5 Ergebnisse und Diskussion
Abbildung 5.4: a) Größenverteilung von Liposomen nach Extrusion (d = 50 nm), gemessen in
1mM NaCl (pH = 6,5) in Abhängigkeit der Lipidzusammensetzung (POPS/POPC 1:1 + 0mol%,
0,5mol%, 10mol% und 20mol% PE-PEG-Biotin. b) Zetapotential von POPS/POPC 1:1 Lipo-
somen (d = 50 nm) mit zusätzlich 10mol% PE, PE-PEG oder PE-PEG-Biotin. Die Messungen
wurden in 1mM NaCl Lösung, einem pH Wert von 6,5 und Raumtemperatur durchgeführt. Die
Abbildung wurde von Göse et al. adaptiert [150].
hinzugefügten PEs ist dessen zwitterionischer Charakter [152] für das beobachtete Verhal-
ten verantwortlich.
Dieser zwitterionische Charakter wird allerdings durch die chemische Bindung von PEG
an die PE-Kopfgruppe aufgehoben, da PE-PEG unter physiologischen Bedingungen ei-
ne negative Ladung besitzt [153]. Jedoch zeigten Untersuchungen von Kenworthy et
al. [154] und Hristova et al. [155], dass hohe Konzentrationen von PEG-modiﬁzierten
Lipiden innerhalb einer Lipidmembran einen störenden Einﬂuss auf die Membranstruk-
tur ausüben (z.B. erhöhte Krümmung, verschränkte Membranen). Die beobachteten Ef-
fekte auf die Membranstruktur wurden dabei hauptsächlich durch die Ausbildung eines
sogenannten Brush-Zustandes der PEG-Moleküle erklärt, bei welchem PEG eine or-
thogonal zur Membranoberﬂäche ausgerichtete Orientierung besitzt. Bei geringen PEG-
Konzentrationen liegt ein Mushroom-Zustand vor, wobei PEG eine geknäulte pilzförmige
Struktur aufweist. Die hier untersuchte Konzentration von 10mol% PE-PEG ist dabei ei-
ner hohen Konzentration zuzuordnen. Die PEG-Moleküle liegen im Brush-Zustand vor
und können die Membranstruktur negativ beeinﬂussen. Dies kann eine Ionenkondensation
auf der Liposomenoberﬂäche bewirken und somit die beobachtete Reduzierung des Zeta-
potentials hervorrufen [156]. Zusätzlich zeigten Untersuchungen von Woodle et al., dass
der hydrophile Charakter von PEG zu der Ausbildung einer Hydrathülle um die Liposo-
men führt [157]. Die Dicke dieser Hydrathülle ist durch den Zustand der PEG-Moleküle
bestimmt. Dabei erzeugt ein Brush-Zustand eine dickere Hydrathülle, während bei ei-
nem Mushroom-Zustand nur eine dünne Hydrathülle beobachtet wird. Diese zusätzliche
Hydrathülle beeinﬂusst signiﬁkant die elektrokinetische Mobilität der Liposomen.
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In ähnlicher Weise kann die beobachtete Reduzierung des Zetapotentials bei PE-PEG-
Biotin auf den dominierenden Eﬀekt von PEG zurückgeführt werden, da Biotin eine End-
funktionalisierung von PEG darstellt und lediglich eine geringe negative Nettoladung auf-
weist [158].
Die Untersuchungen zeigen, dass die beobachtete Tendenz zu einem neutralen Zetapo-
tential mit steigender PE-PEG-Biotin-Konzentration auf den Einﬂuss von PEG auf die
Lipidmembranstruktur und die elektrophoretische Mobilität zurückgeführt werden kann.
Eine solche Reduzierung kann zu einer eingeschränkten Interaktion zwischen Liposomen
und der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche führen und so eine erfolgreiche Lipidmembranaus-
bildung verhindern. Daher sollte eine PE-PEG-Biotin-Konzentration von 1mol% nicht
überschritten werden.
5.2.2 Assemblierung eines Supported Lipid Bilayers auf
SiO2-Mikropartikeln
Die vorangegangenen Untersuchungen haben gezeigt, dass mit PRM und DXS beschich-
tete SiO2-Mikropartikel entsprechend ihrer terminalen Polyelektrolytschicht ein negatives
(DXS) oder positives (PRM) Zetapotential besitzen. Des Weiteren kann mit dieser Poly-
elektrolytpaarung eine glatte Oberﬂächenstruktur erzeugt werden, womit sie sich sehr
gut für die Assemblierung eines Supported Lipid Bilayers eignet. Da die verwendeten Li-
pidmischungen aus POPS/POPC 1:1 und PE-PEG-Biotin bis zu einer PE-PEG-Biotin-
Konzentrationen von 10mol% noch ein negatives Zetapotential besitzen, wurden für die
nachfolgenden Untersuchungen polyelektrolytbeschichtete SiO2-Mikropartikel mit insge-
samt neun assemblierten Polyelektrolytschichten und einer terminalen positiven PRM-
Schicht verwendet (SiO2/[PRM/DXS]4,5). Um die grundlegende Ausbildung einer Lipid-
membran auf solchen SiO2-Mikropartikeln untersuchen zu können, wurde zunächst eine
POPS/POPC 1:1 Lipidmischung ohne PE-PEG-Biotin verwendet. Die Formierung der Li-
pidmembran wurde dabei mit Hilfe des ﬂuoreszierenden Lipids PE-FL beobachtet, welches
in einer Konzentration von 0,1mol% der Lipidmischung zugesetzt wurde.
Voruntersuchungen zeigten, dass das Inkubationsverhältnis zwischen der Gesamtﬂäche an
eingesetzten Liposomen (AL) und der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche (AM) die Ausbildung
der Lipidmembran beeinﬂussen kann. Dementsprechend wurden AL/AM-Verhältnisse von
1600:1 bis 80:1 untersucht, wobei bei allen Verhältnissen ein Lipidüberschuss gewährleistet
ist. Die mittels Durchﬂusszytometrie und CLSM gewonnen Daten sind in Abbildung 5.5
dargestellt.
In allen gezeigten Fällen ist ein PE-FL-Fluoreszenzsignal auf den SiO2-Mikropartikeln
detektierbar. Es fällt jedoch auf, dass die Signalintensität stark vom eingesetzten AL/AM-
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Abbildung 5.5: a) Fluoreszenzintensität von SiO2-Mikropartikeln, welche mit einer
POPS/POPC 1:1 Lipidmembran beschichtet wurden in Abhängigkeit des AL/AM-Verhältnisses.
Zur Detektion wurde der Lipidmischung eine Konzentration von 0,1mol% PE-FL hinzuge-
setzt. Unbeschichtete SiO2-Mikropartikel dienen als nicht-ﬂuoreszierende Kontrolle. b)-c) CLSM-
Aufnahmen von lipidbeschichteten SiO2-Mikropartikeln präpariert bei einem AL/AM-Verhältnis
von 1600:1 (b) und 80:1 (c). Der Maßstab entspricht 10µm. Die Abbildung wurde von Göse et
al. adaptiert [150].
52
5.2 Supported Lipid Bilayer
Verhältnis abhängt (Abbildung 5.5 a). Dabei führt ein hohes AL/AM-Verhältnis von 1600:1
zu einem Signal von (228,8± 11,1) a.u., während bei einem geringen Verhältnis von 80:1
ein erhöhtes Signal von (375,3± 7,3) a.u. beobachtet werden kann. In den dazwischenlie-
genden Verhältnissen steigt die Fluoreszenzintensität kontinuierlich an, wobei ab einem
AL/AM-Verhältnis von 400:1 bzw. 200:1 ein Plateau erreicht wird. Da bei der eingesetzten
geringen Konzentration an PE-FL (0,1mol%) eine Reduzierung der Fluoreszenzintensi-
tät durch benachbarte ﬂuoreszierende Moleküle (Self-quenching) ausgeschlossen werden
kann [159], korreliert die gemessene Fluoreszenzintensität direkt mit der Mengen an as-
semblierten Lipid-Molekülen.
Dies wird auch durch gleich verstärkte CLSM-Aufnahmen bestätigt (Abbildung 5.5 b und
c), wobei bei einem AL/AM-Verhältnis von 1600:1 (b) ein geringeres Fluoreszenzsignal als
bei 80:1 (c) beobachtet wird. Beide CLSM-Aufnahmen zeigen, dass es unabhängig vom
applizierten Inkubationsverhältnis zu einer scheinbar homogenen, vollständig bedecken-
de Fluoreszenzverteilung auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche kommt. Aber obwohl die
Integration eines ﬂuoreszierenden Markers direkt in die Lipidmembran (z.B. PE-FITC,
PE-NBD, PE-Rhodamin [59, 160]) oft verwendet wird, um eine Lipidmembranhomogeni-
tät nachzuweisen, ist diese Aussage durch die laterale Auﬂösungsbegrenzung des CLSM
(≈150 nm) nur sehr eingeschränkt möglich. Unregelmäßigkeiten, die eine Größe unter-
halb dieser Begrenzung besitzen, können nicht detektiert werden. Diese sind allerdings im
biomedizinisch relevanten Maßstab essentiell, da insbesondere einzelne Moleküle des Um-
gebungsmediums mit der geladenen Polyelektrolytmultischicht interagieren und dadurch
signiﬁkante Veränderungen initiieren können. Diese Auﬂösungsbegrenzung führt zu der
Annahme, dass der Unterschied in der detektierten PE-FL-Fluoreszenzintensität auf die
Ausbildung unterschiedlicher Lipidmembranstrukturen zurückzuführen ist, wobei neben
einer potenziell irregulären Lipidmembran ebenso der Aufbau von mehreren übereinander-
liegenden Membranstrukturen möglich ist. Untersuchungen von Han et al. und Murray
et al. [161, 162] zeigen, dass der Aufbau von mehreren Lipidmembranen übereinander nur
bei bestimmten Inkubationsbedingungen auftritt. Dabei weichen die dort verwendeten In-
kubationsbedingungen deutlich von den hier verwendeten ab.
Eine Veränderung der Inkubationszeit zeigt, dass tatsächlich strukturelle Unterschiede in
der Lipidmembran in Abhängigkeit von den verwendeten Inkubationsbedingungen vor-
liegen. Eine längere Inkubationszeit (24 h) von SiO2-Mikropartikeln mit Liposomen bei
AL/AM-Verhältnissen von 80:1 und 1600:1 reduziert den ursprünglich detektierten In-
tensitätsunterschied deutlich, wobei die PE-FL-Fluoreszenzintensität bei einem AL/AM-
Verhältnis von 80:1 im Vergleich zur 1 h-Inkubation konstant bleibt. Dies zeigt, dass bei
einem geringen AL/AM-Verhältnis bereits nach einer Inkubationsdauer von 1 h die As-
semblierung der Lipidmembran vollständig abgeschlossen ist, während bei einem hohen
AL/AM-Verhältnis nach 1 h noch kein Gleichgewichtszustand erreicht wird. Um kurze
53
5 Ergebnisse und Diskussion
Präparations- und Applikationszeiten zu ermöglichen wurde ausschließlich eine Inkuba-
tionsdauer von 1 h eingesetzt.
Aus den vorangegangenen Untersuchungen wird festgehalten, dass mit Hilfe von negativ
geladenen Liposomen eine Lipidmembran auf positiv geladenen polyelektrolytbeschichte-
ten SiO2-Mikropartikeln assembliert werden kann. Dabei zeigen CLSM-Aufnahmen, dass
der so assemblierte Supported Lipid Bilayer eine homogene Verteilung aufweist. Jedoch
wurde bereits vor Integration des funktionellen Lipids PE-PEG-Biotin festgestellt, dass
eine Veränderung des AL/AM-Verhältnisses einen großen Einﬂuss auf die Menge an as-
semblierten Lipid-Molekülen besitzt. Dies soll im Folgenden in Zusammenhang mit der
speziﬁschen funktionellen Lipidkomponente genauer untersucht werden.
5.2.3 Assemblierung eines funktionellen Supported Lipid Bilayers
auf SiO2-Mikropartikeln
Ausgehend von den Ergebnissen des Zetapotentials der Liposomen bei unterschiedlichen
PE-PEG-Biotin-Konzentrationen wurden im Folgenden zwei explizite PE-PEG-Biotin-
Konzentrationen (0,5mol% (SiO20,5%: negatives Zetapotential, aber geringe PE-PEG-Bio-
tin-Konzentration) und 10mol% (SiO210%: neutrales Zetapotential, aber hohe PE-PEG-
Biotin-Konzentration) genauer analysiert. Für den Nachweis der Assemblierung einer Li-
pidmembran wurde ähnlich wie bei den oben beschriebenen Untersuchungen 0,1mol% des
ﬂuoreszierenden Lipids PE-FL verwendet.
Lipidmembranassemblierung In Referenz zu den Untersuchungen über die Assemblie-
rung einer unfunktionellen Lipidmembran (Abbildung 5.5) wurde auch hier der Einﬂuss
verschiedener AL/AM-Verhältnisse auf die Lipidmembranassemblierung betrachtet. Die Er-
gebnisse der durchﬂusszytometrischen Untersuchungen der PE-FL-Fluoreszenzintensität
sind in Abbildung 5.6 a dargestellt.
Man erkennt, dass die Integration von geringen Mengen PE-PEG-Biotin (SiO20.5%) zu
einer hohen Fluoreszenzintensität von (378± 41) a.u. führt, wobei diese unabhängig vom
AL/AM-Verhältnis ist. Im Vergleich dazu führt eine hohe PE-PEG-Biotin-Konzentration
(SiO210%) zu einer ≈2,5 fach reduzierten Fluoreszenzintensität von (148± 28) a.u., wel-
che ebenfalls unabhängig von dem applizierten AL/AM-Verhältnis ist. Der Vergleich mit
der unfunktionellen Lipidmembran (SiO20%, Abbildung 5.5) zeigt, dass durch Integration
von selbst geringen Mengen an PE-PEG-Biotin die Abhängigkeit der assemblierten Lipid-
menge vom AL/AM-Verhältnis aufgehoben wird. Da in beiden Untersuchungen die gleiche
Verstärkung des Fluoreszenzkanals verwendet wurde, ist zusätzlich erkennbar, dass die
maximal erreichbare Fluoreszenzintensität von SiO20%-Mikropartikeln bei einem AL/AM-
Verhältnis von 80:1 ((375± 7) a.u.) mit der konstanten Fluoreszenzintensität von SiO20,5%-
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Abbildung 5.6: a) Fluoreszenzintensität von SiO20,5%- und SiO210%-Mikropartikeln in Abhän-
gigkeit des AL/AM-Verhältnisses. Zur Detektion wurde der Lipidmischung eine Konzentration von
0,1mol% PE-FL hinzugesetzt. Polyelektrolytbeschichtete SiO2-Mikropartikel dienen als nicht-
ﬂuoreszierende Kontrolle. b)-e) CLSM-Aufnahmen von lipidbeschichteten SiO2-Mikropartikeln
präpariert bei einem AL/AM-Verhältnis von 80:1 (b,c) und 1600:1 (d,e). Die Aufnahmen b) und d)
repräsentieren SiO20,5%-Mikropartikel, während die Aufnahmen c) und e) SiO210%-Mikropartikel
zeigen. Der Maßstab entspricht 10µm. Die Abbildung wurde von Göse et al. adaptiert [150].
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Mikropartikeln (AL/AM-Verhältnis von 80:1 bis 1600:1) übereinstimmt.
Bei SiO20%-Mikropartikeln wurde der PE-FL-Fluoreszenzintensitätsunterschied zwischen
den AL/AM-Verhältnissen 80:1 und 1600:1 durch ein verzögertes Erreichen des Gleich-
gewichtszustandes hervorgerufen. Da dieser nun nicht mehr zu beobachten ist, muss die
Integration von PE-PEG-Biotin zu einer schnelleren Ausbildung der ﬁnalen Lipidmem-
bran führen. Die Ursache dafür liegt in der sterischen Stabilisierung aufgrund von PEG
[163165], was zu einer reduzierten Interaktion von bereits lipidbeschichteten SiO2-Mi-
kropartikeln mit im Überstand vorhandenen Liposomen führt. Diese Ergebnisse werden
von CLSM-Aufnahmen unterstützt (Abbildung 5.6 b-e), die bei gleicher Verstärkung auf-
genommen wurden. Unabhängig von den Präparationsbedingungen zeigen SiO20,5%-Mikro-
partikel (Abbildung 5.6 b und d) eine höhere Fluoreszenzintensität im Vergleich zu SiO210%-
Mikropartikeln (Abbildung 5.6 c und e). Auch hier weisen alle Präparationen eine gleich-
mäßige Fluoreszenzverteilung um die SiO2-Mikropartikel auf, welches auf eine scheinbar
reguläre Lipidmembran schließen lässt.
Die laterale Auﬂösungsbegrenzung von CLSM-Aufnahmen (≈150 nm) kann allerdings zu
einer Fehlinterpretation der detektierten Daten führen. So können möglicherweise freilie-
gende Polyelektrolytstrukturen auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche zu einer Interaktion
des Mikropartikelsystems mit Serumbestandteilen (z.B. Proteine [42]) führen, wobei die
Oberﬂächeneigenschaften ungewollt negativ beeinﬂusst werden können.
Aufgrund der direkten Vergleichbarkeit der Fluoreszenzintensität mit der Menge an
assemblierten Lipidmolekülen kann der Unterschied der Fluoreszenzintensität zwischen
SiO20,5%- und SiO210%-Mikropartikeln auf die Ausbildung unterschiedlicher Lipidmembran-
strukturen zurückgeführt werden. Dabei ergeben sich für das beobachtete Verhalten die
folgenden Erklärungsmöglichkeiten:
a) eine hohe Fluoreszenzintensität von SiO20,5%-Mikropartikeln wird durch die Tendenz
zur Formation von Multischicht-Lipidmembranen verursacht
oder
b) eine niedrige Fluoreszenzintensität von SiO210%-Mikropartikeln wird durch die Aus-
bildung einer unvollständigen Lipidmembran hervorgerufen.
Um den genauen Lipidmembran-Charakter in Abhängigkeit von der PE-PEG-Biotin-
Konzentration, d.h. die Ausbildung einer Multischichtmembran, einer Lipiddoppelmem-
bran oder einer irregulären Lipidmembran, identiﬁzieren zu können, wurde zunächst eine
Bartlett-Untersuchung durchgeführt [135]. Diese erlaubt die Bestimmung der auf dem Mi-
kropartikelsystem assemblierten Phosphatmenge (nPO4). Da hier ausschließlich Phospholi-
pide verwendet wurden, kann somit die Menge an assemblierten Lipid-Molekülen abgelei-
tet werden. Voruntersuchungen zur generellen Anwendbarkeit der Bartlett-Untersuchung
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Tabelle 5.1: Assemblierte Menge an Phosphat (pro 107 SiO2-Mikropartikeln) und daraus be-
rechnete Menge an Lipid-Monoschichten auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche in Abhängigkeit
der PE-PEG-Biotin-Konzentration.
PE-PEG-Biotin-Konzentration / mol% nPO4 / nmol nmono
0 6,2± 3,3 3,1± 1,7
0,5 5,7± 1,7 3,2± 0,9
10 3,2± 0,8 1,6± 0,4
auf POPS/POPC 1:1 Liposomen zeigen eine gute Identiﬁzierbarkeit einer ausgebilde-
ten Doppellipidmembran ((1,1± 0,4) Lipiddoppelschichten). Die Ergebnisse der Bartlett-
Untersuchungen für SiO20%-, SiO20,5%- und SiO210%-Mikropartikel (AL/AM = 80:1) sind in
Tabelle 5.1 zusammengefasst, wobei sich die angegebene Menge an Phosphat (nPO4) auf je
107 SiO2-Mikropartikel bezieht. Aufgrund der notwendigen großen Menge an lipidbeschich-
teten SiO2-Mikropartikeln wurde lediglich das AL/AM-Verhältnis von 80:1 analysiert. Je-
doch erlaubt der Vergleich der Bartlett-Untersuchung dieses AL/AM-Verhältnisses mit den
durchgeführten Fluoreszenzuntersuchungen (AL/AM-Verhältnis von 80:1 bis 1600:1) eine
Abschätzung der jeweils assemblierten Lipidmenge. Die in Tabelle 5.1 angegebene Anzahl
von Lipid-Monoschichten (nmono) wurde unter der Annahme berechnet, dass die verwen-
deten SiO2-Mikropartikel eine perfekt sphärische Form mit einem Durchmesser (d) von
4,99µm besitzen. Zusätzlich wurde eine sterische Ausdehnung einer Lipid-Kopfgruppe von





berechnet, wobei NA die Avogadro-Konstante darstellt.
Um den allgemeinen Einﬂuss von PE-PEG-Biotin abschätzen zu können, wurden als
Referenz ebenfalls lipidbeschichtete SiO2-Mikropartikel ohne PE-PEG-Biotin (AL/AM =
80:1) untersucht (SiO20%). Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl SiO20%- als auch SiO20,5%-
Mikropartikel (AL/AM = 80:1) eine vergleichbare Menge an assemblierten Phospholipiden
aufweisen. In beiden Fällen wurden 3,1± 1,7 bzw. 3,2± 0,9 Lipid-Monoschichten nach-
gewiesen. Im Vergleich dazu zeigen SiO210%-Mikropartikel (AL/AM = 80:1) eine drasti-
sche Reduzierung der assemblierten Lipidmenge, welche nur zum Aufbau von 1,6± 0,4
Lipid-Monoschichten führt. Diese Ergebnisse korrelieren mit den Beobachtungen in Abbil-
dung 5.6 a, wobei aufgrund der hohen Messunsicherheit nur die Tendenz bestätigt werden
kann. Diese Messunsicherheit im Bereich von 35-45% resultiert aus dem Verfahren zur
Bestimmung der Anzahl an SiO2-Mikropartikeln mit der Neubauer -Zählkammer, der Vari-
anz im Durchmesser der untersuchten SiO2-Mikropartikel (d = (4,99± 0,2)µm) sowie der
Messunsicherheit der Bartlett-Untersuchung selbst. Aus diesem Grund kann keine genaue
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Unterscheidung zwischen dem Aufbau einer Multischicht-Lipidmembran oder einer unvoll-
ständigen Oberﬂächenbeschichtung mit einer Lipiddoppelmembran getroﬀen werden.
Um die aufgebaute Lipidmembran dennoch genauer charakterisieren zu können, wurde
eine weitere Versuchsdurchführung eingesetzt, die auf Fluoreszenz-Quenching beruht. Wie
bereits zuvor wurden dabei 0,1mol% PE-FL in die Lipidmischung integriert. Nach Assemb-
lierung der Lipidmembran wurden die SiO2-Mikropartikel mit dem Quencher Trypanblau
(TB) inkubiert. TB löscht die Fluoreszenz von Fluorescein bei entsprechender Distanz,
ist aber nicht in der Lage eine intakte Lipidmembranen zu durchdringen. Unter Berück-
sichtigung, dass die Lipidmembran keine Phasenseparierung und demnach eine homogene
Verteilung des ﬂuoreszierenden Markers PE-FL aufweist, eines Quenching-Abstandes R0
zwischen TB und PE-FL von (3,8 - 4,2) nm [167, 168], einer vernachlässigbaren Wechsel-
wirkung zwischen den einzelnen Lipidmonoschichten (z.B. ﬂip-ﬂops) und eines reversiblen
Quenching-Prozesses (kein statisches Quenchen) kann davon ausgegangen werden, dass
im Falle einer intakten, lückenfreien Lipidmembran nur die äußeren Fluoreszenzmoleküle
dem TB zugänglich sind. Dementsprechend wäre eine intakte Lipiddoppelmembran durch
ein Fluoreszenz-Quenching auf 50% der Ursprungsintensität charakterisiert. Der Auf-
bau von Multischicht-Lipidmembranen hingegen würde zu einem geringeren Fluoreszenz-
Quenching führen (Fluoreszenzintensität > 50% Ursprungsintensität). Unregelmäßigkei-
ten in einer Größe von einigen Nanometern würden dem Quencher TB erlauben, die
Lipidmembran zu durchdringen und ebenfalls Fluorophore auf der Innenseite der Lipid-
doppelmembran zu erreichen (Fluoreszenzintensität < 50% Ursprungsintensität). Da ne-
ben der allgemeinen Reduzierung der Fluoreszenzintensität ebenfalls die räumliche Ver-
teilung der verbleibenden Fluoreszenzintensität auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche po-
tentielle Unregelmäßigkeiten in der Lipidmembran identiﬁzieren kann, wurden lipidbe-
schichtete SiO2-Mikropartikel mittels CLSM analysiert. In Abbildung 5.7 sind PE-FL-
Fluoreszenzintensitäts-Querschnitte der entsprechenden CLSM-Aufnahmen von SiO20%-,
SiO20,5%- und SiO210%-Mikropartikeln abgebildet (AL/AM = 80:1).
Dabei wurden die Fluoreszenzintensitäten vor (w/o TB) und nach (w/ TB) dem Quen-
ching miteinander verglichen, wobei diese Intensitäten auf die Fluoreszenzintensität der
unbehandelten Probe normiert wurden. Betrachtet man SiO20%- und SiO20,5%-Mikropartikel
(Abbildung 5.7 a und b), so zeigt sich, dass beide eine Fluoreszenzlöschung auf ≈50%
aufweisen (57% und 46%). Diese Reduzierung kann homogen verteilt über die gesam-
te SiO2-Mikropartikeloberﬂäche beobachtet werden. Dieses Verhalten entspricht der Aus-
bildung einer regulären Lipiddoppelmembran auf der Oberﬂäche der SiO2-Mikropartikel.
SiO210%-Mikropartikel zeigen im Gegensatz dazu eine drastische Löschung des detektierten
Fluoreszenzsignals nach Zugabe von TB, wobei nur eine sehr geringe Restﬂuoreszenzin-
tensität detektiert wird (11%). Dieses Verhalten lässt damit auf eine irreguläre Struktur
der assemblierten Lipidmembran schließen, welche dem Quencher TB erlaubt auch ﬂuo-
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Abbildung 5.7: PE-FL-Fluoreszenzintensitäts-Querschnitte aus CLSM-Aufnahmen von SiO20%-
(a), SiO20,5%- (b) und SiO210%-Mikropartikeln (c) (AL/AM = 80:1). Die Lipidmischungen wur-
den zusätzlich mit je 0,1mol% PE-FL versetzt. Die Fluoreszenzintensität wurde vor (w/o TB,
schwarze Kurve) und nach (w/ TB, rote Kurve) der Zugabe de Fluoreszenz-Quenchers Trypan-
blau aufgenommen. Die Einsatzbilder zeigen die entsprechenden CLSM-Aufnahmen der SiO2-
Mikropartikel. Die Abbildung wurde von Göse et al. adaptiert [150].
reszierende Moleküle auf der Innenseite der Lipiddoppelmembran zu erreichen.
Der Vergleich der Ergebnisse der PE-FL-Fluoreszenzintensitätsmessungen (Abbildung
5.5 und Abbildung 5.6) und der Bartlett-Untersuchung (Abbildung 5.1) bei einem Inkuba-
tionsverhältnis von AL/AM = 80:1 zeigt einen einfachen Lipiddoppelmembran-Charakter
der assemblierten Lipidmembran im Falle von 0mol% und 0,5mol% PE-PEG-Biotin. Ei-
ne hohe Konzentration von 10mol% PE-PEG-Biotin führt dagegen zu einer irregulären,
perforierten Lipidmembran.
Speziﬁsche Bindung von Streptavidin Neben einer homogenen und regulären Struk-
tur soll die assemblierte Lipidmembran ebenfalls eine speziﬁsch zugängliche Bindungsstelle
(Biotin) besitzen. Aus diesem Grund wurde die Interaktion von Streptavidin mit lipidbe-
schichteten SiO2-Mikropartikeln untersucht. Die Streptavidin-Biotin-Interaktion stellt eine
hochspeziﬁsche Wechselwirkung mit Kd=10-15M dar [169]. Um die Bindung von Strep-
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Abbildung 5.8: a) Durchﬂusszytometrische Aufnahme der Fluoreszenzintensität von Strep-Cy5
und dessen Bindung auf lipidbeschichteten SiO2-Mikropartikeln (SiO20%, SiO20,5% und SiO210%;
AL/AM = 80:1). Als Kontrolle dienen [PRM/DXS]4,5 beschichtete SiO2-Mikropartikel, welche
sowohl vor (Kontrolle) als auch nach (PRM/DXS) Strep-Cy5-Inkubation gemessen wurden. Die
Region M1 entspricht der Hintergrund-Fluoreszenz von unbehandelten SiO2-Mikropartikeln. Re-
gionen M2, M3-1 und M3-2 repräsentieren speziﬁsche (M2 und M3-2) und eingeschränkte (M3-1)
Bindung von Strep-Cy5. Die Abbildungen b) und c) zeigen CLSM-Aufnahmen der Strep-Cy5-
Fluoreszenzverteilung auf der Oberﬂäche von b) SiO20,5%- und c) SiO210%-Mikropartikeln. Die
Pfeile weisen auf Stellen von inhomogener Strep-Cy5-Bindung. Die Skalen entsprechen 10µm. Die
Abbildung wurde von Göse et al. adaptiert [150].
tavidin direkt beobachten zu können, wurde ﬂuoreszierendes Streptavidin-Cy5 (Strep-
Cy5) eingesetzt. Exemplarisch ist in Abbildung 5.8 dessen Bindung an SiO20%-, SiO20,5%-,
SiO210%- (AL/AM = 80:1) und an polyelektrolytbeschichtete SiO2-Mikropartikel präsen-
tiert.
Die polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropartikel weisen nach Inkubation mit Strep-
Cy5 (PRM/DXS, graue Kurve, Region M1) keine gesteigerte Fluoreszenzintensität im Ver-
gleich zur nicht-ﬂuoreszierenden Kontrolle (dunkelgraue Kurve, Region M1) auf. Ebenso
zeigen SiO20%-Mikropartikel (0mol% PE-PEG-Biotin, hellgraue Kurve, Region M1) ein
vergleichbar niedriges Strep-Cy5-Fluoreszenzsignal. Dies weist darauf hin, dass Streptavi-
din sowohl eine vernachlässigbare Bindungsaﬃnität zur positiv geladenen PRM-Oberﬂäche
als auch zu einer negativ geladenen Lipidmembran besitzt. Dementsprechend eignet sich
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Streptavidin-Cy5 hervorragend, um exklusiv die Bindung bzw. die Zugänglichkeit vorhan-
dener Biotin-Bindungsstellen nachzuweisen.
Die Integration von PE-PEG-Biotin in die assemblierte Lipidmembran führt zu einer deut-
lich erhöhten Strep-Cy5-Fluoreszenzintensität im Vergleich zu SiO20%-Mikropartikeln. Im
Fall der SiO20,5%-Mikropartikel (blaue Kurve, Region M2) wird eine Fluoreszenzintensi-
tät von 360 a.u. mit einer schmalen Verteilungsbreite detektiert. Im Vergleich dazu zeigen
SiO210%-Mikropartikel (rote Kurve, Region M3-1 und M3-2) eine erwartungsgemäß weiter
ansteigende Strep-Cy5-Fluoreszenzintensität von 1140 a.u.. Dabei fällt auf, dass trotz einer
20-fach erhöhten PE-PEG-Biotin-Konzentration lediglich ein 3-fach erhöhtes Strep-Cy5-
Signal im Vergleich zu SiO20,5%-Mikropartikeln detektiert wird.
Ein Streptavidin-Molekül ist grundsätzlich in der Lage, vier Biotin-Moleküle zu binden
[170]. Bei SiO20,5%-Mikropartikeln ist der mittlere Abstand zweier PE-PEG-Biotin-Moleküle
jedoch zu groß (ungefähr 10 nm), so dass hier die Bindung von mehreren Biotin-Molekülen
durch ein Streptavidin-Molekül ausgeschlossen werden kann. Bei SiO210%-Mikropartikeln
ist der mittlere Abstand deutlich geringer (ungefähr 2 nm), womit ein Streptavidin-Molekül
in der Lage ist, mehrere Biotin-Moleküle zu erreichen. Dementsprechend ist eine Steigerung
der Strep-Cy5-Signalintensität zwischen 20-fach (ein Biotin-Molekül pro Streptavidin-
Molekül) und 5-fach (vier Biotin-Moleküle pro Streptavidin-Molekül) zu erwarten. Je-
doch deutet die nur ≈3-fach erhöhte Signalintensität darauf hin, dass trotz der hohen
Bindungsaﬃnität nicht alle integrierten Biotin-Moleküle eine Bindung mit Streptavidin
eingegangen sind. Diese Beobachtung kann auf den Umstand zurückgeführt werden, dass
Streptavidin ein molekulares Volumen von ca. 110 nm3 besitzt [171]. Dies führt bei SiO210%-
Mikropartikeln dazu, dass nach speziﬁscher Bindung eines Streptavidin-Moleküls aufgrund
einer sterischen Behinderung keine weiteren Moleküle binden können. Dadurch werden
nicht alle freien Biotin-Bindungsstellen besetzt und es ergibt sich die reduzierte Fluores-
zenzintensität.
Zusätzlich fällt bei Betrachtung der SiO210%-Mikropartikel auf, dass sich die Form der
Strep-Cy5-Fluoreszenzverteilung erheblich verändert. Während bei SiO20,5%-Mikropartikeln
(rote Kurve, Region M2) eine schmale Fluoreszenzintensitätsverteilung beobachtet wird,
sind SiO210%-Mikropartikel durch eine sehr breite Verteilung mit zwei unterscheidbaren
Populationen (blaue Kurve, Region M3-1 und M3-2) charakterisiert. Eine schmale Vertei-
lung bei hohen Intensitäten (Region M3-2) wird durch eine zusätzliche breite Schulter bei
niedrigen Intensitäten (Region M3-1) ergänzt.
Während die schmale Verteilung in M2 (SiO20,5%-Mikropartikel) auf eine gleichmäßige
Beschichtung schließen lässt, weist die Region M3-1 (SiO210%-Mikropartikel) auf eine un-
gleichmäßige Streptavidin-Beschichtung hin.
Die zugehörigen CLSM-Aufnahmen der Strep-Cy5-Fluoreszenzintensitätsverteilung bestä-
tigen das beobachtete Verhalten (Abbildung 5.8 b und c). In Korrelation mit der durch-
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ﬂusszytometrisch detektierten schmalen Verteilungsbreite der Fluoreszenzintensität zeigen
SiO20,5%-Mikropartikel (Abbildung 5.8 b) konfokalmikroskopisch eine homogene, reguläre
Fluoreszenzverteilung auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche. SiO210%-Mikropartikel (Ab-
bildung 5.8 c) weisen eine inhomogene, irreguläre Fluoreszenzverteilung mit allerdings nur
geringen Intensitätsunterschieden (Pfeile) auf. Diese können aufgrund der oben beschriebe-
nen Prozesse verursacht werden, wobei ebenso Variationen in der Lipidmembran-Struktur
zu den beobachteten Eﬀekten führen können.
Auf Grundlage dieser Ergebnisse wird geschlussfolgert, dass durch die Integration des
funktionellen Lipids PE-PEG-Biotin eine speziﬁsche Bindungsstelle auf der SiO2-Mikro-
partikeloberﬂäche etabliert wird, welche von Streptavidin speziﬁsch gebunden werden
kann. Dabei zeigt sich, dass zwar erwartungsgemäß eine steigende PE-PEG-Biotin-Konzen-
tration zu einer erhöhten Streptavidinbindung führt, welche jedoch in einer ungleichmäßi-
gen Streptavidinbeschichtung resultiert. Dieses Verhalten kann auf eine sterisch behinderte
Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung bzw. eine inhomogene Ausprägung der Lipidmembran-
Struktur zurückgeführt werden. Dabei spielen insbesondere Variationen in der Lipidmem-
bran-Struktur, wie kleine Unregelmäßigkeiten, in biologischen Systemen eine wichtige Rol-
le, da sie eine Penetration, Interkalation oder sogar die Anlagerung von verschiedenen Se-
rumproteinen mit einer Größe von mehreren kDa auf der teilweise exponierten Polyelek-
trolytoberﬂäche zulassen würden. Solche Prozesse können die Oberﬂächen- und Wirkungs-
eigenschaften des Mikropartikelsystems verändern und die Eﬃzienz des Transportsystems
einschränken.
Homogenität der Lipidmembran und unspeziﬁsche Bindungseigenschaften Die vor-
angegangen Untersuchungen haben gezeigt, dass die PE-PEG-Biotin-Konzentration sowie
das applizierte AL/AM-Inkubationsverhältnis einen Einﬂuss auf die assemblierten Lipid-
membran-Strukturen und die Lipidmembran-Homogenität besitzen. Da allerdings CLSM-
Aufnahmen aufgrund der begrenzten lateralen Auﬂösung nicht ausreichen, um diese Ver-
änderungen detailliert charakterisieren zu können, wurden weitere Untersuchungen der
Lipidmembran-Struktur unter Verwendung von Reportermolekülen durchgeführt. Dabei
wurden zwei verschiedene Moleküle eingesetzt, die den Größenbereich von Serumkompo-
nenten (MG = 1-100 kDa) repräsentieren. Als Vertreter für große Moleküle wurde Fluores-
ceinisothiocyanat-markiertes Rinderserumalbumin (BSA-FITC, MG = 68 kDa) und für
kleine Moleküle Trypanblau (TB, MG = 961Da) verwendet (Abbildung 5.9).
BSA erlaubt aufgrund seiner Größe die Untersuchung von Unregelmäßigkeiten in einem
Größenbereich von mehreren 10 nm (Abbildung 5.9 a). Mit Hilfe der FITC-Markierung
kann die Anlagerung von BSA-FITC mit ﬂuoreszenzsbasierenden Verfahren (z.B. Durch-
ﬂusszytometrie und CLSM) direkt beobachtet werden. Im Gegensatz dazu erlaubt TB
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Abbildung 5.9: Schematische Darstellung der Interaktion zwei verschiedener Reportermoleküle
mit einer inhomogenen Lipidmembran auf der Oberﬂäche von polyelektrolytbeschichteten SiO2-
Mikropartikeln. a) zeigt die Detektion von größeren Unregelmäßigkeiten (d ≥ (5-20) nm) durch
die Interaktion von größeren ﬂuoreszierenden Molekülen z.B. BSA-FITC (MG = 68 kDa). b)
illustriert die Detektion von kleinen Unregelmäßigkeiten (d ≥ (1-2) nm) mit Hilfe der Penetration
von TB (MG = 961Da). Die Abbildung wurde von Göse et al. adaptiert [150].
aufgrund seiner geringen Größe die Detektion von Unregelmäßigkeiten im einstelligen Na-
nometerbereich (Abbildung 5.9 b). Da TB als nicht-ﬂuoreszierendes Molekül nicht direkt
mittels Durchﬂusszytometrie und CLSM beobachtet werden kann, wurde das Prinzip der
Fluoreszenzlöschung angewendet und TB als Quencher für FL eingesetzt. Dabei wurde
ähnlich wie in den vorangegangenen Untersuchungen 0,1mol% PE-FL in die Lipidmem-
bran eingebracht.
Zunächst wurde die Interaktion der assemblierten Lipidmembran mit BSA-FITC unter-
sucht. BSA besitzt eine ellipsoide hydrodynamische Struktur von ca. 14 nm × 4 nm × 4
nm und weist eine negative Gesamtladung unter physiologischen Bedingungen auf (IP: 4,7)
[172]. Auch wird BSA häuﬁg eingesetzt um unspeziﬁsche Bindungsstellen auf Oberﬂächen
abzusättigen [173].
Wie im Folgendem zu sehen ist, qualiﬁziert seine negative Ladung und die damit verbun-
dene Anziehung zu der positiv geladenen SiO2-Mikropartikeloberﬂäche BSA als geeigne-
tes Reportermolekül für die Untersuchung von Unregelmäßigkeiten in der Lipidmembran-
Struktur. Untersuchungen von Hiller et al. konnten bereits zeigen, dass BSA unter be-
stimmten Bedingungen auf PRM-beschichteten Oberﬂächen bindet [146].
SiO20%-, SiO20,5%-, SiO210%- und polyelektrolytbeschichtete SiO2-Mikropartikel ([PRM/
DXS]4,5, PRM/DXS + BSA) wurden mit BSA-FITC inkubiert. Die detektierten Fluo-
reszenzintensitäten sowie die mit Hilfe von Kalibrationspartikeln berechneten Mengen an
assembliertem BSA-FITC sind in Abbildung 5.10 a dargestellt. Polyelektrolytbeschichtete
SiO2-Mikropartikel ohne BSA-Inkubation (PRM/DXS) repräsentieren die nicht-ﬂuores-
zierende Kontrolle.
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Abbildung 5.10: a) Durchﬂusszytometrische Bestimmung der Menge an assemblierten
BSA-FITC auf lipidbeschichteten SiO2-Mikropartikeln mit unterschiedlichen Lipidmischungen
(POPS/POPC 1:1 + 0mol%, 0,5mol% und 10mol% PE-PEG-Biotin) und AL/AM Verhältnis-
sen (80:1 und 1600:1). Als Kontrolle sind polyelektrolytbeschichtete SiO2-Mikropartikel mit einer
äußeren positiv geladenen PRM Schicht sowohl vor (PRM/DXS) als auch nach (PRM/DXS +
BSA) BSA-FITC-Inkubation dargestellt. Die Menge des assemblierten BSA-FITC wurde mit
Hilfe eines Standard-Kalibrationsverfahrens ermittelt. Die statistische Analyse erfolgte mittels
eines 2-seitigen Studentischen t-Tests: ** p ≤ 0,01, n.s. nicht signiﬁkant. Die Abbildungen b) und
c) zeigen CLSM-Aufnahmen der BSA-FITC-Fluoreszenzintensitätsverteilung auf der Oberﬂäche
von SiO210%-Mikropartikeln bei einem AL/AM-Verhältnis von 80:1 (b) und 1600:1 (c). Die Pfeile
deuten auf Stellen mit inhomogener BSA-FITC-Anlagerung. Der Maßstab entspricht 10µm. Die
Abbildung wurde von Göse et al. adaptiert [150].
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Im Vergleich zur Kontrolle (PRM/DXS, (1,5± 0,2) a.u.) weisen polyelektrolytbeschichte-
te SiO2-Mikropartikel nach BSA-Inkubation ein höheres Fluoreszenzsignal von (102,9± 38,1)
a.u. (=̂ 0,048 ngmm-2) auf. Ein vergleichbares Fluoreszenzsignal kann auch bei SiO20%- und
SiO20,5%-Mikropartikeln beobachtet werden. Im Kontrast dazu zeigen SiO210%-Mikropartikel
einen drastischen Anstieg des detektierten Fluoreszenzsignals auf (346,5± 69,0) a.u. (AL/AM
= 1600:1, =̂ 0,16 ngmm-2) bzw. (383,2± 62,2) a.u. (AL/AM = 80:1, =̂ 0,2 ngmm-2). Dieses
Verhalten kann auch durch CLSM-Aufnahmen (Abbildung 5.10 b und c) bestätigt werden,
wobei eine gleichmäßige Oberﬂächenbeschichtung beobachtet wird.
Bei Betrachtung der Auswirkungen des applizierten AL/AM-Inkubationsverhältnisses zeigt
sich, dass dieses in Kombination mit der PE-PEG-Biotin-Konzentration ebenfalls einen
geringen Einﬂuss auf die Anlagerung von BSA-FITC besitzt. Bei SiO20%-Mikropartikeln
wird unabhängig von dem AL/AM-Verhältnis eine vergleichbare Fluoreszenzintensität von
(100,5± 50,2) a.u. (AL/AM = 80:1) bzw. (100,5± 41,2) a.u. (AL/AM = 1600:1) beobachtet.
Dies entspricht einer Menge an angelagertem BSA-FITC von ≈ 0,048 ngmm-2. Im Gegen-
satz dazu weisen sowohl SiO20,5%- als auch SiO210%-Mikropartikel eine Abhängigkeit des
BSA-FITC-Fluoreszenzsignals vom AL/AM-Verhältnis auf. Bei SiO20,5%-Mikropartikeln
wird bei einem AL/AM-Verhältnis von 80:1 ein Fluoreszenzsignal von (170,6± 37,2) a.u.
(=̂ 0,075 ngmm-2) detektiert. Ein hohes AL/AM-Verhältnis von 1600:1 führt zu einem re-
duzierten BSA-FITC-Fluoreszenzsignal von (84,2± 12,4) a.u. (=̂ 0,037 ngmm-2). Der Ver-
gleich mit bei gleichem AL/AM-Verhältnis beschichteten SiO20%-Mikropartikeln zeigt je-
doch, dass damit kein signiﬁkanter Unterschied in der angelagerten Menge an BSA-FITC
erreicht wird.
Eine ähnliche Tendenz wird ebenfalls bei SiO210%-Mikropartikeln festgestellt, wobei bei
einem AL/AM-Verhältnis von 80:1 ein Fluoreszenzsignal von (383,2± 62,2) a.u. (=̂ 0,2 ng
mm-2) und bei 1600:1 ein Fluoreszenzsignal von (346,5± 69,0) a.u. (=̂ 0,16 ngmm-2) beob-
achtet wird. Im Vergleich mit SiO20%-Mikropartikeln ist erkennbar, dass eine signiﬁkant
höhere Menge an BSA-FITC angelagert wird. Eine genaue Betrachtung der lokalen Ver-
teilung von BSA-FITC auf der SiO210%-Mikropartikeloberﬂäche (Abbildung 5.10 b und c)
zeigt, dass sowohl bei AL/AM = 1600:1 (Abbildung 5.14 b) als auch bei AL/AM = 80:1
(Abbildung 5.10 c) Inhomogenitäten in der Fluoreszenzintensitätsverteilung zu beobach-
ten sind (Pfeile).
Da die Signalintensität bei SiO210%-Mikropartikeln noch deutlich über eine Kombinati-
on der Werte der BSA-FITC-Bindung an SiO20%-Mikropartikeln und an eine eventuell
freiliegende Polyelektrolytmultischicht (PRM/DXS + BSA) liegt, muss ein weiterer Me-
chanismus der Interaktion von BSA-FITC mit SiO210%-Mikropartikeln vorliegen:
a) BSA-FITC interagiert mit dem funktionellen Lipid PE-PEG-Biotin
oder
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b) die Homogenität der Lipidmembran ist durch eine hohe Konzentration an PE-PEG-
Biotin soweit gestört, dass eine Penetration, eine Interkalierung von BSA-FITC in
den Zwischenraum zwischen Lipidmembran und Polyelektrolytschicht und eine Bin-
dung von BSA-FITC an die Polyelektrolytschicht möglich wird (siehe Abbildung 5.9
a).
Um die ausschließliche Interaktion von BSA-FITC mit dem funktionellen Lipid PE-
PEG-Biotin zu untersuchen, wurde als Kontrolle ein Modellsystem mit einer homogenen,
regulären Lipidmembran verwendet. Dabei kamen sehr große unilamellare Vesikel (Giant
Unilamellar Vesicles, GUV) zum Einsatz, welche sich durch eine Größe von mehreren Mi-
krometern und einer homogenen Lipiddoppelmembran auszeichnen. Aufgrund ihrer Größe
erlauben sie die CLSM-Untersuchung der Anlagerung sowie der lokalen Verteilung von
BSA-FITC. Zusätzlich können reguläre GUVs aus verschiedenen Lipidmischungen präpa-
riert werden, so dass für die nachfolgenden Untersuchungen POPS/POPC 1:1 mit 0mol%,
0,5mol% und 10mol% PE-PEG-Biotin hergestellt wurden. Die präparierten GUVs wur-
den in einer Lösung mit einer hohen BSA-FITC-Konzentration (10mgml-1) inkubiert und
anschließend mit CLSM analysiert (Abbildung 5.11 a1, b1 und c1).
Erwartungsgemäß zeigte sich, dass in der äußeren Umgebung der GUVs ein starkes BSA-
FITC-Fluoreszenzsignal detektiert wird. Zusätzlich ist erkennbar, dass die Lipidmembran
der GUVs nicht von BSA-FITC durchdrungen werden kann, was sich in einem geringen
Untergrundsignal im Innenraum der GUVs zeigt.
Um eine mögliche Anlagerung von BSA-FITC auf der GUV-Lipidmembranoberﬂäche de-
tektieren zu können, wurde die BSA-FITC-Konzentration in der äußeren Umgebung stark
verringert (Abbildung 5.11 a2, b2 und c2). Anschließend wurden CLSM-Aufnahmen mit
einer bewussten Übersteuerung detektiert, um auch geringe Mengen an potentiell an-
gelagerten BSA-FITC-Molekülen registrieren zu können. Dabei wurde weder bei GUVs
ohne integriertes PE-PEG-Biotin (Abbildung 5.11 a2) noch bei GUVs mit einer gerin-
gen oder hohen PE-PEG-Biotin-Konzentration (Abbildung 5.11 b2 und c2) eine erhöhte
Fluoreszenzintensität auf der GUV-Oberﬂäche festgestellt. Wie bereits erwähnt, lassen
CLSM-Aufnahmen nur im eingeschränkten Maße eine quantitative Analyse zu. Aus die-
sem Grund kann nicht vollständig ausgeschlossen werden, dass sich geringe Mengen an
BSA-FITC auf der GUV-Lipidmembranoberﬂäche angelagert haben.
Der Vergleich mit dem durchﬂusszytometrisch detektierten hohen BSA-FITC-Fluoreszenz-
signal auf SiO210%-Mikropartikeln (Abbildung 5.10 a) zeigt, dass BSA-FITC-Moleküle in
diesem Fall durch Unregelmäßigkeiten in der assemblierten Lipidmembran dringen und
anschließend in den Zwischenraum zwischen Lipidmembran und Polyelektrolytoberﬂäche
interkalieren (Abbildung 5.9 a). Die Ausbildung einer solchen Zwischenschicht wurde be-
reits vonKaufmann et al. [174] undWagner et al. [175] bei Supported Lipid Bilayern auf
planaren Oberﬂächen beschrieben. Es wurde gezeigt, dass die Dicke dieser Zwischenschicht
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Abbildung 5.11: CLSM-Aufnahmen der BSA-FITC-Fluoreszenzintensität von GUVs beste-
hend aus POPS/POPC 1:1 + (a) 0mol% PE-PEG-Biotin, (b) 0,5mol% PE-PEG-Biotin und (c)
10mol% PE-PEG-Biotin. Die Abbildungen a1, b1 und c1 wurden vor einer Probenaufreinigung
aufgenommen (hohe Konzentration an BSA-FITC im Überstand), wohingegen die Abbildungen
a2, b2 und c2 nach der Probenaufreinigung aufgenommen wurden (geringe Konzentration an
BSA-FITC im Überstand). Die GUVs besitzen einen Durchmesser von ≈15µm. Die Abbildung
wurde von Göse et al. adaptiert [150].
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durch die Länge des PEG-Moleküls deﬁniert wird. Demnach kommt es bei dem hier ver-
wendetem PEG (Maximallänge von ca. 9 nm) zu der Ausbildung eines Zwischenraums mit
einer Dicke von mehreren Nanometern. Jedoch ist dieser Zwischenraum nur durch Inho-
mogenitäten in der Lipidmembran zugänglich, so dass bei SiO210%-Mikropartikeln solche
Inhomogenitäten in der Größenordnung des BSA-FITC-Moleküls vorliegen müssen. Da
diese deutlich unterhalb der Auﬂösungsgrenze des CLSM liegen, können sie mit direkter
CLSM-Visualisierung nicht detektiert werden.
Neben großen Molekülen von mehreren kDa sind auch kleinere Moleküle mit einer Größe
von <1 kDa wie z.B. Hormone [176] übliche Bestandteile des Serums. Auch diese könnten
bei einer Interaktion mit den SiO2-Mikropartikeln aufgrund einer inhomogenen Lipidmem-
bran die Oberﬂächen- und Wirkungseigenschaften des Mikropartikelsystems verändern.
Aus diesem Grund wurde die assemblierte Lipidmembran zusätzlich auf kleinere Unregel-
mäßigkeiten untersucht.
Als Sonde wurde erneut das Molekül TB mit einer Größe von 961Da verwendet. Da TB
nicht direkt beobachtet werden kann, wurde wiederum 0,1mol% des ﬂuoreszierenden PE-
FL in die Lipidmembran integriert und das Quenching-Verhalten von FL analysiert. Wie
bereits ausführlich im Kapitel 5.2.3 Lipidmembranassemblierung beschrieben, führt die
gleichmäßige Verteilung von PE-FL sowohl in der inneren wie auch in der äußeren Lipid-
monoschicht dazu, dass bei einer homogenen, regulären Lipidmembran lediglich PE-FL
in der äußeren Lipidmonoschicht gelöscht werden kann und eine verbleibende Fluoreszenz
von ≈50% detektiert wird. Die Anwesenheit von kleinen Unregelmäßigkeiten im Bereich
weniger Nanometer würde dazu führen, dass eine verbleibende Fluoreszenzintensität von
<50% der Ursprungsintensität detektiert wird.
Wie bei den Untersuchungen über die Assemblierung von BSA-FITC wurden SiO20%-,
SiO20,5%- und SiO210%-Mikropartikel (AL/AM = 80:1 und 1600:1) verwendet. Die Fluores-
zenzintensitäten von PE-FL vor (Iw/o) und nach (Iw/) der TB-Inkubation wurden mittels
Durchﬂusszytometrie detektiert. Das Verhältnis
Iw/o
Iw/
ist in Abbildung 5.12 dargestellt.
Bei diesen Untersuchungen weisen SiO20%- und SiO20,5%-Mikropartikel erneut ein ver-
gleichbares Verhalten auf (
Iw/o
Iw/
-Verhältnis von ≈35% bei AL/AM = 1600:1 und (45-55)%
bei AL/AM = 80:1). Im Gegensatz dazu wird bei SiO210%-Mikropartikeln eine drastische
Reduzierung der verbleibenden Fluoreszenzintensität festgestellt (ca. 5% bei AL/AM =
80:1 und 1600:1). Betrachtet man die im letzten Fall detektierten absoluten Fluores-
zenzintensitäten nach TB-Inkubation, so zeigt sich, dass diese nahezu dem Wert von
nicht-ﬂuoreszierenden SiO2-Mikropartikeln entsprechen. Dies zeigt, dass bei SiO210%-Mi-
kropartikeln nahezu alle ﬂuoreszierenden PE-FL-Moleküle von TB erreicht werden.
Neben PE-PEG-Biotin haben auch die eingesetzten Inkubationsbedingungen (AL/AM-
Verhältnis) einen Einﬂuss auf die Membranhomogenität. Ein solches Verhalten konnte in
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Abbildung 5.12: Durchﬂusszytometrische Untersuchung der PE-FL-Fluoreszenzintensität auf
SiO20%-, SiO20,5%- und SiO210%-Mikropartikeln (AL/AM = 80:1 und 1600:1). Die Lipidmischun-
gen wurden zusätzlich mit 0,1 mol% PE-FL als ﬂuoreszierendem Marker versetzt. Die entspre-
chenden Fluoreszenzintensitäten vor (Iw/o) und nach (Iw/) TB-Inkubation wurde detektiert und
im Verhältnis dargestellt. Statistische Analysen wurden mit Hilfe eines zweiseitigen Studenti-
schen t-Tests durchgeführt: * p≤0,05, n.s. nicht signiﬁkant. Die Abbildung wurde von Göse et
al. adaptiert [150].
den vorangegangenen Untersuchungen (Abbildung 5.10) nicht beobachtet werden. Bei ei-
nem AL/AM-Verhältnis von 80:1 haben SiO20%-Mikropartikel einenWert von (53,3± 6,9)%,
wohingegen bei einem Verhältnis von 1600:1 ein signiﬁkant geringerer Wert von (35,28±
1,45)% beobachtet wird. Eine ähnliche Tendenz zeigt sich auch bei SiO20,5%-Mikropartikeln,
mit signiﬁkanten Unterschieden von (44,3± 3,2)% (AL/AM = 80:1) und (36,2± 2,6)%
(AL/AM = 1600:1). Bei SiO210%-Mikropartikeln wird kein signiﬁkanter Einﬂuss des appli-
zierten AL/AM-Verhältnisses festgestellt.
Der Vergleich mit Untersuchungen der Assemblierung der Lipidmembran (Abbildung 5.5)
zeigt, dass bei SiO20%-Mikropartikeln die Inhomogenitäten bei einem hohen AL/AM-Ver-
hältnis auf unterschiedliche Mengen an assemblierten Lipid-Molekülen zurückgeführt wer-
den können. Diese Abhängigkeit vom AL/AM-Verhältnis wurde bei SiO20,5%- und SiO210%-
Mikropartikeln nicht beobachtet (Abbildung 5.6). Demnach ist hier die Ursache für die
detektierten Inhomogenitäten (sowohl in Abhängigkeit der PE-PEG-Biotin-Konzentration
als auch des verwendeten AL/AM-Verhältnisses) in der Ausbildung verschiedener Lipid-
membran-Strukturen zu suchen. Um dabei den Einﬂuss der PE-PEG-Biotin-Konzentration
genauer einschätzen zu können, wurden zusätzlich TB-Quenching-Untersuchungen mit
PE-PEG-Biotin-Konzentrationen zwischen 0,5mol% und 10mol% bei AL/AM = 80:1 durch-




entsprechende Zetapotential der Lipidmischungen überlagert dargestellt ist.
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Abbildung 5.13: Durchﬂusszytometrische Untersuchung der PE-FL-Fluoreszenzintensität auf
SiO20%, SiO20,5%-, SiO21%-, SiO22,5%-, SiO25%- und SiO210%-Mikropartikeln (AL/AM = 80:1).
Die Lipidmischungen wurden zusätzlich mit 0,1mol% PE-FL als ﬂuoreszierende Sonde versetzt.
Die entsprechenden Fluoreszenzintensitäten vor (Iw/o) und nach (Iw/) TB-Inkubation wurden
detektiert und ihr Verhältnis dargestellt. Zusätzlich ist das entsprechende Zetapotential von Li-
posomen mit gleicher Lipidmischung überlagert (siehe auch Abbildung 5.3). Die Abbildung wurde
von Göse et al. adaptiert [150].
Abbildung 5.13 zeigt, dass die Reduzierung des
Iw/o
Iw/
-Wertes in Abhängigkeit von der
PE-PEG-Biotin-Konzentration nicht abrupt stattﬁndet, sondern dass sich ein gradueller
Verlauf einstellt. Dabei zeigen die zusätzlich analysierten PE-PEG-Biotin-Konzentrationen
Werte von (29,2± 1,2)% (SiO21%), (17,9± 0,9)% (SiO22,5%) und (7,3± 0,7)% (SiO25%).
Die beobachtete Korrelation zwischen den gemessenen
Iw/o
Iw/
-Werten und dem Zetapotential
entsprechender Liposomen deutet darauf hin, dass die elektrostatisch vermittelte Interak-
tion zwischen der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche und den applizierten Liposomen ebenfalls
einen entscheidenden Einﬂuss auf die Ausbildung einer homogenen Lipidmembran besitzt.
Liposomen mit einer PE-PEG-Biotin-Konzentration von ≤1mol%, die ein ähnliches Zeta-
potential wie POPS/POPC 1:1 Liposomen aufweisen, lassen eine vergleichbare Interaktion
mit der polyelektrolytbeschichteten Oberﬂäche erwarten. Jedoch führt das integrierte PE-
PEG-Biotin dazu, dass das Aufreißen eines assemblierten Liposoms sowie die Verschmel-
zung benachbarter assemblierter Liposomen erschwert wird [174, 177, 178]. Dadurch resul-
tieren geringere Werte mit zunehmender PE-PEG-Biotin-Konzentration im Vergleich zu
SiO20%-Mikropartikeln. Bei höheren PE-PEG-Biotin-Konzentrationen von ≥5mol% führt
die reduzierte Interaktion der Liposomen mit der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche aufgrund
des geringeren Zetapotentials zu der Ausbildung der beobachteten Inhomogenitäten. Dies
steht auch in guter Übereinstimmung mit der bei 10mol% PE-PEG-Biotin detektierten
geringeren Menge an assemblierten Lipid-Molekülen (Abbildung 5.6).
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Die in Abbildung 5.12 beobachtete Abhängigkeit der Membran-Homogenität von dem ver-
wendeten AL/AM-Verhältnis kann darauf zurückgeführt werden, dass bei einem höheren
AL/AM-Verhältnis die Wahrscheinlichkeit zunimmt, dass zeitgleich mehrere Liposomen in
unmittelbarer Nähe auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche assemblieren. Dabei führt das
durch PE-PEG-Biotin bewirkte erschwerte Aufreißen sowie die erschwerte Fusionierung
der Liposomen zu einer beeinträchtigten Ausbildung einer homogenen Lipidmembran. Die-
ser Eﬀekt fällt insbesondere bei einer hohen PE-PEG-Biotin-Konzentration von 10mol%




Zusammenfassend konnten die Untersuchungen zeigen, dass bei SiO210%-Mikropartikeln
sowohl große (BSA-FITC) als auch kleine (TB) Moleküle die assemblierte Lipidmembran
durchdringen können, was auf die Ausbildung einer inhomogenen Lipidmembran mit Ir-
regularitäten in einem Größenbereich von mehreren Nanometern schließen lässt. Im Ge-
gensatz dazu zeigt sich bei SiO20,5%-Mikropartikeln, dass selbst kleine Moleküle die Lipid-
membran nicht durchdringen können und somit eine homogene und reguläre funktionelle
Lipidmembran auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche assembliert wird. Zusätzlich wurde
festgestellt, dass auch das verwendete AL/AM-Verhältnis einen, wenn auch geringfügigen,
Einﬂuss auf die Homogenität der Lipidmembran besitzt. Ein geringes AL/AM-Verhältnis
von 80:1 liefert hier deutlich bessere Voraussetzungen für eine homogene Lipidmembran-
Ausbildung.
Dementsprechend kann aus den vorangegangen Untersuchungen geschlussfolgert werden,
dass ein optimal homogener Supported Lipid Bilayer mit speziﬁschen Bindungsstellen
durch die Verwendung von 0,5mol% PE-PEG-Biotin sowie einem AL/AM-Verhältnis von
80:1 auf SiO2-Mikropartikeln assembliert wird. Dies stellt eine grundlegende Vorausset-
zung für den Einsatz als speziﬁsches Transportsystem in biomedizinischen Anwendungen
dar.
Im Folgenden soll nun untersucht werden, ob diese SiO2-Mikropartikel eine speziﬁsche und
ausreichende Wechselwirkung mit funktionellen Molekülen (z.B. Antikörpern) aufweisen.
Speziﬁsche Bindung von Antikörpern Die vorangegangenen Untersuchungen zeigten
die Assemblierung einer homogenen und regulären Lipidmembran auf biopolyelektrolytbe-
schichteten SiO2-Mikropartikeln, die mit der speziﬁschen Bindungsstelle Biotin (PE-PEG-
Biotin) ausgestattet ist. Anschließend soll nun geklärt werden, welche Auswirkungen die
integrierte Menge an PE-PEG-Biotin sowie die Homogenität/Regularität der assemblier-
ten Lipidmembran auf eine speziﬁsche Funktionalisierung der Biotin-Bindungsstelle hat.
Die speziﬁsche Funktionalisierung des vorgestellten Mikropartikelsystems erfordert grund-
sätzlich den Einsatz von biotinylierten Molekülen, wobei im vorliegenden Fall biotinylierte
primäre Antikörper (ABp) gegen CCR5 verwendet wurden. Da diese nicht zusätzlich mit
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einer ﬂuoreszierenden Sonde markiert sind, erfolgte der Nachweis über einen sekundären
ﬂuoreszierenden Antikörper (ABs-Cy5), welcher speziﬁsch an den verwendeten ABpbindet.
Die Bindung von ABp wurde für SiO20,5%- und SiO210%-Mikropartikel (AL/AM = 80:1) un-
tersucht und mit polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropartikeln mit einer äußeren PRM-
Schicht verglichen. Als Kontrollen wurden neben nicht-ﬂuoreszierenden lipidbeschichteten
SiO2-Mikropartikeln auch SiO2-Mikropartikel mit ABs-Cy5-Inkubation (+ABs-Cy5) bzw.
ABp und ABs-Cy5-Inkubation (+ABp+ABs-Cy5) ohne vorherige Streptavidin-Inkubation
untersucht. Damit können direkte Aussagen über eventuelle unspeziﬁsche Bindungen von
ABs-Cy5 und ABp auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche getroﬀen werden. Durchﬂusszy-
tometrische Daten sowie repräsentative CLSM-Aufnahmen der entsprechenden ABs-Cy5-
Fluoreszenzintensitäten sind in Abbildung 5.14 dargestellt.
Die Ergebnisse von polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropartikeln (Abbildung 5.14 a)
zeigen eine stark erhöhte Fluoreszenzintensität bei ausschließlicher Inkubation mit ABs-
Cy5 (+ABs-Cy5) von 167 a.u. im Vergleich zur nicht-ﬂuoreszierenden Kontrolle (2 a.u.).
Weiterhin zeigt die zugehörige CLSM-Aufnahme eine fast gleichmäßige Fluoreszenzvertei-
lung auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche, welche nur vereinzelt Intensitätsunterschiede
aufweist. Eine Inkubation der polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropartikel mit ABp
und ABs-Cy5 (+ABp+ABs-Cy5) resultiert in einer Steigerung der Fluoreszenzintensität
um den Faktor 10 (1410 a.u.) und einer in der entsprechenden CLSM-Aufnahme erkenn-
baren homogenen Fluoreszenzverteilung auf der Oberﬂäche der SiO2-Mikropartikel. Diese
Resultate zeigen, dass sowohl ABp als auch ABs-Cy5 eine hohe unspeziﬁsche Interaktion
mit polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropartikeln aufweisen. Diese erfolgt aufgrund der
elektrostatischen Interaktion der positiv geladenen SiO2-Mikropartikeloberﬂäche mit den
negativ geladenen Antikörpern [179].
Die Assemblierung einer homogenen und regulären funktionellen Lipidmembran auf den
SiO2-Mikropartikeln (SiO20,5%, Abbildung 5.14 b) reduziert die unspeziﬁsche Bindung von
ABs-Cy5 insoweit, dass nur noch ein vernachlässigbares Fluoreszenzsignal (4 a.u.) detek-
tiert wird. Die entsprechende CLSM-Aufnahme unterstützt diese Ergebnisse, da nahezu
keine ABs-Cy5-Fluoreszenzintensität auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche detektiert wird.
Eine Inkubation mit ABp und ABs-Cy5 (+ABp+ABs-Cy5) ohne den Bindungspartner
Streptavidin resultiert in einer leicht höheren Fluoreszenzintensität von 50 a.u. im Ver-
gleich zur reinen ABs-Cy5-Inkubation und einer inhomogenen Fluoreszenzverteilung auf
der Oberﬂäche der SiO2-Mikropartikel. Da keine unspeziﬁsche Bindung von ABs-Cy5 auf
SiO20,5%-Mikropartikeln beobachtet wurde, ist dieses Verhalten auf eine unspeziﬁsche In-
teraktion von ABp mit der Lipidmembran zurückzuführen. Für eine genauere Charakteri-
sierung wurden zusätzliche Untersuchung durchgeführt. Dabei erfolgte vor ABp-Inkubation
eine Absättigung unspeziﬁsche Bindungsstellen mit BSA. Abbildung 5.14 d zeigt die deut-
lich reduzierte Fluoreszenzintensität von (41,6± 5,4) a.u. (w/o BSA) auf (8,6± 2,8) a.u.
72
5.2 Supported Lipid Bilayer
Abbildung 5.14: Durchﬂusszytometrische Aufnahmen der Cy5-Fluoreszenzintensität des sekun-
dären Antikörpers (ABs-Cy5) auf lipidbeschichteten SiO2-Mikropartikeln. Zu Vergleichszwecken
ist ebenfalls die Bindung auf a) polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropartikeln (PRM/DXS) ab-
gebildet. Die SiO2-Mikropartikel wurden mit einer Lipidmembran bestehend aus POPS/POPC
1:1 + b) 0,5mol% und c) 10mol% PE-PEG-Biotin bei einem AL/AM-Verhältnis von 80:1 beschich-
tet. In beiden Fällen wurden die SiO2-Mikropartikel mit sekundärem Antikörper (+ABs-Cy5), pri-
märem Antikörper und sekundärem Antikörper (+ABp+ABs-Cy5) oder Streptavidin, primärem
Antikörper und sekundärem Antikörper (+strep+ABp+ABs-Cy5) inkubiert. Die Einsatzbilder
zeigen entsprechende CLSM-Aufnahmen eines repräsentativen SiO2-Mikropartikels. Das Bal-
kendiagramm d) zeigt die Cy5-Fluoreszenzintensität von SiO20,5%- und SiO210%-Mikropartikeln
nach Inkubation mit primärem und sekundärem Antikörper (+ABp+ABs-Cy5). Die SiO2-
Mikropartikel wurden vorher ohne (w/o) oder mit (w/) BSA inkubiert. Die Abbildung wurde
von Göse et al. adaptiert [150].
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(w/ BSA) und damit eine unspeziﬁsche Interaktion von ABp mit der lipidbeschichteten
SiO2-Mikropartikeloberﬂäche.
Fügt man den speziﬁschen Bindungspartner Streptavidin ein (+strep+ABp+ABs-Cy5,
Abbildung 5.14 b), wird die Bindung von ABp deutlich verbessert. Dabei wird eine vier-
fach erhöhte Fluoreszenzintensität von 200 a.u. und eine homogene Fluoreszenzverteilung
auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche detektiert. Der Vergleich mit den Ergebnissen der
speziﬁschen Bindung von Streptavidin (Abbildung 5.8) zeigt in beiden Fällen ein gleich-
mäßiges durchﬂusszytometrisches Fluoreszenzsignal mit einer schmalen Verteilung. Diese
Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die gebundenen Streptavidin-Moleküle weiterhin
freie Bindungsstellen aufweisen und somit eine speziﬁsche und gerichtete funktionelle An-
tikörperbeschichtung der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche erreicht wird.
Eine Erhöhung der PE-PEG-Biotin-Konzentration auf 10mol% (Abbildung 5.14 c) führt
zu einem abweichenden Verhalten. Im Vergleich zu SiO20,5%-Mikropartikeln kann bereits
bei einer ausschließlichen ABs-Cy5-Inkubation (+ABs-Cy5) eine erhöhte Fluoreszenzin-
tensität von 27 a.u. beobachtet werden. Dieses Ergebnis wird ebenfalls durch die entspre-
chende CLSM-Aufnahme bestätigt. Die Ursache für diese unspeziﬁsche Interaktion liegt
an der höheren Konzentration an PE-PEG-Biotin. Dabei kann aber nicht eindeutig unter-
schieden werden, ob die beobachtete Fluoreszenzintensität aufgrund einer unspeziﬁschen
Interaktion von ABs-Cy5 mit den Komponenten von PE-PEG-Biotin oder mit freiliegen-
den Polyelektrolyten hervorgerufen wird.
Es wurde jedoch beobachtet, dass eine Inkubation mit ABp und ABs-Cy5 (+ABp+ABs-
Cy5) ebenfalls zu einer erhöhten Fluoreszenzintensität von 74 a.u. mit einer sehr breiten
Fluoreszenzverteilung führt. Die zugehörige CLSM-Aufnahme zeigt, dass eine verstärkt
inhomogene Fluoreszenzverteilung auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche auftritt. Ähnlich
wie bei SiO20,5%-Mikropartikeln wurden auch hier weiterführende Untersuchungen mit
Hilfe von BSA durchgeführt (Abbildung 5.14 d). Dabei wurde festgestellt, dass eine Ab-
sättigung unspeziﬁscher Bindungsstellen mit BSA nur eine geringe Auswirkungen auf die
Fluoreszenzintensität und damit auf die Bindung von ABp besitzt. Das ursprüngliche
Signal wurde dabei lediglich von (58,6± 38,7) a.u. auf (35,9± 10,7) a.u. reduziert. Da
im Vergleich dazu bei SiO20,5%-Mikropartikeln die unspeziﬁsche Bindung von ABp nahe-
zu vollständig verhindert wird, ist davon auszugehen, dass aufgrund einer inhomogenen
Lipidmembran-Struktur bei SiO210%-Mikropartikeln keine ausreichende Absättigung der
Oberﬂäche erreicht wird.
Um die speziﬁsche Bindung von ABp zu untersuchen, wurde erneut eine Vor-Inkubation
mit dem Bindungspartner Streptavidin durchgeführt (+strep+ABp+ABs-Cy5, Abbildung
5.14 c). Dabei wurde eine im Vergleich zur Inkubation ohne Streptavidin (+ABp+ABs-
Cy5) deutlich erhöhte Fluoreszenzintensität von 779 a.u. festgestellt. Der Vergleich mit
SiO20,5%-Mikropartikeln (Abbildung 5.14 b) zeigt, dass damit trotz einer 20-fachen Er-
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höhung der PE-PEG-Biotin-Konzentration nur eine 4-fache Erhöhung der ABp-Bindung
stattﬁndet. Zusätzlich ist erkennbar, dass die detektierte Fluoreszenzintensität keine schma-
le Verteilung aufweist, sondern ähnlich wie bei der Untersuchung der Streptavidin-Bindung
(Abbildung 5.8) aus zwei Populationen besteht. Dabei wird zwischen einer schmalen Po-
pulation bei hohen Fluoreszenzintensitäten und einer breiteren Verteilung bei geringen
Fluoreszenzintensitäten unterschieden. Dies wird auch durch die entsprechenden CLSM-
Aufnahmen bestätigt, wobei trotz gleicher Verstärkung SiO2-Mikropartikel mit unter-
schiedlich starker Fluoreszenzintensität beobachtet wurden. Jedoch weisen diese in jedem
Fall eine homogene Fluoreszenzverteilung auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche auf. Die
Beobachtung deutet darauf hin, dass die Inhomogenitäten in der Lipidmembran sowie
die unspeziﬁsche Bindung von ABp und ABs-Cy5 durch die starke speziﬁsche Interaktion
zwischen Streptavidin und Biotin dominiert werden. Die detektierte Verteilung der Fluo-
reszenzintensität ist dementsprechend auf die Bindung von Streptavidin zurückzuführen
und zeichnet sich in ihrer Form in einer ähnlichen Verteilung aus.
Diese Untersuchungen haben gezeigt, dass sowohl polyelektrolytbeschichtete als auch li-
pidbeschichtete SiO2-Mikropartikel mit Antikörpern funktionalisiert werden können. Dabei
weisen polyelektrolytbeschichtete SiO2-Mikropartikel die höchste Menge an gebundenen
Antikörpern auf. Jedoch ist diese Bindung auf eine unspeziﬁsche und damit ungerichtete
elektrostatisch vermittelte Interaktion zurückzuführen. Auch bei SiO210%-Mikropartikeln
wird eine hohe Antikörper-Bindung beobachtet. Da allerdings bereits die Bindung von
Streptavidin eine breite Verteilung aufweist, wird ebenfalls eine breite Verteilung der
Antikörper-Bindung detektiert. Hierbei ergeben sich SiO2-Mikropartikel mit unterschied-
lichen Mengen an oberﬂächengebundenen Antikörpern. Zusätzlich weisen SiO210%-Mikro-
partikel eine hohe unspeziﬁsche Interaktion mit Antikörpern auf, was auf eine irreguläre
Lipidmembran-Struktur zurückzuführen ist.
Im Gegensatz dazu wird bei SiO20,5%-Mikropartikeln eine geringere Menge an gebunden
Antikörpern beobachtet. Diese Bindung ist jedoch ausschließlich auf eine Streptavidin-
vermittelte speziﬁsche Bindung zurückzuführen und besitzt eine sehr schmale Verteilungs-
breite. Zusätzlich wird dabei eine gerichtete Bindung der Antikörper gewährleistet.
Somit stellen SiO20,5%-Mikropartikel ein optimiertes Transportsystem dar, welches sowohl
sehr geringe unspeziﬁsche Bindungseigenschaften als auch eine hochgradig speziﬁsche Bin-
dung von biotinylierten Antikörpern aufweist.
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Abbildung 5.15: Punktdiagramm (x-Achse: Fluoreszenzintensität, y-Achse: FSC =̂ Größe) der
Interaktion von Zellen mit ﬂuoreszenzmarkierten SiO2-Mikropartikeln.
5.3 SiO2-Mikropartikel-Zell-Interaktion
Die folgenden Untersuchungen beschäftigen sich nun mit der Eﬃzienz von SiO2-Mikropar-
tikeln mit einer funktionellen Lipidmembran in der Anwendung. Diese wurde in vitro an
zwei verschiedenen adhärenten Zelllinien untersucht [180]. Die Zelllinie 3T3 ist eine mu-
rine Fibroblasten-Zelllinie mit den speziﬁschen Rezeptoren CD4 und CXCR4 (3T3/CD4-
CXCR4) [181]. Die ﬁbroblastenähnliche Vero Zelllinie aus der grünen Meerkatze (Vero
CCL81) [182] besitzt den speziﬁschen Rezeptor CD155. Zusätzlich wurden alle Unter-
suchungen bei einem gleichbleibenden Applikations-Verhältnis von Zellen (NZ) zu SiO2-
Mikropartikeln (NP) von 1:5 durchgeführt.
5.3.1 Allgemeine Aspekte zur SiO2-Mikropartikel-Zell-Interaktion
Interaktionskinetik Bei der durchﬂusszytometrischen Untersuchung der Interaktion von
lipidbeschichteten SiO2-Mikropartikeln mit Zellen kann grundsätzlich zwischen drei ver-
schiedenen Populationen unterschieden werden: freie SiO2-Mikropartikel, Zellen mit SiO2-
Mikropartikel-Interaktion und Zellen ohne SiO2-Mikropartikel-Interaktion. Ausschlagge-
bend für die Charakterisierung der Aufnahmekinetik der SiO2-Mikropartikel ist das Ver-
hältnis von Zellen mit SiO2-Mikropartikel-Interaktion zur Gesamtzellpopulation. Da die
Unterscheidung der Populationen nicht ohne eine zusätzliche Markierung möglich ist, wur-
den ﬂuoreszierende SiO2-Mikropartikel verwendet. Die Fluoreszenzintensität in Abhängig-
keit von der Größe der Messobjekte (FSC) ist beispielhaft in Abbildung 5.15 dargestellt.
Gut zu erkennen sind dabei die Zellen, die sich durch einen hohen FSC-Wert und eine
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Abbildung 5.16: Interaktionsrate von 3T3/CD4-CXCR4 (a) und Vero CCL81 (b) Zellen mit
SiO20%- und SiO20,5%-Mikropartikeln (AL/AM = 80:1) über einen Zeitraum von 24 h und einem
Applikations-Verhältnis von NZ/NP = 1:5. Die Abbildung wurde von Göse et al. adaptiert [180].
geringe Fluoreszenzintensität auszeichnen (oberer linker Quadrant). Fluoreszenzmarkier-
te SiO2-Mikropartikel sind ebenso zu unterscheiden, da sie durch einen geringen FSC-
Wert und eine hohe Fluoreszenzintensität charakterisiert sind (unterer rechter Quadrant).
Durch diese hohe Fluoreszenzintensität kann nun die dritte Population (Zellen mit SiO2-
Mikropartikel-Interaktion) identiﬁziert werden, da sie sich durch einen hohen FSC-Wert
und eine hohe Fluoreszenzintensität auszeichnet (oberer rechter Quadrant). Bei der An-
wendung dieses Markierungsverfahrens auf das vorliegende System ist darauf zu achten,
dass eine adäquat hohe Fluoreszenzintensität der einzelnen SiO2-Mikropartikel erreicht
wird, die ein Vielfaches der Eigenﬂuoreszenz der Zellen besitzen muss. Zusätzlich darf die
verwendete ﬂuoreszierende Sonde keinen Einﬂuss auf das ursprüngliche System ausüben
und muss unter zellphysiologischen Bedingungen (z.B. bei unterschiedlichen pH-Werten)
eine konstante Fluoreszenz aufweisen. Das ﬂuoreszierende Lipid PE-RITC als 1mol%iger
Bestandteil der Lipidmembran erfüllt die obigen Ansprüche und ermöglicht somit eine
klare Trennung der einzelnen Populationen.
Mit dieser Sonde wurde die Interaktionskinetik von SiO20,5%-Mikropartikeln mit 3T3/CD4-
CXCR4 und Vero CCL81 Zellen untersucht. Als Kontrolle wurden SiO20%-Mikropartikel
ohne PE-PEG-Biotin mitgeführt. Die Ergebnisse sind über einen Zeitraum von 24 h in
Abbildung 5.16 dargestellt.
Abbildung 5.16 zeigt die Interaktionskinetik von SiO2-Mikropartikeln mit 3T3/CD4-
CXCR4 Zellen (Abbildung 5.16 a) und Vero CCL81 Zellen (Abbildung 5.16 b), wo-
bei die 3T3/CD4-CXCR4 Zellen im Vergleich zu Vero CCL81 Zellen eine generell hö-
here und schneller ablaufende Interaktionsrate mit sowohl SiO20%- als auch SiO20,5%-
Mikropartikeln aufweisen. Bereits nach 1 h ergibt sich bei 3T3/CD4-CXCR4 Zellen ei-
ne Rate von (29,9± 2,5)% bzw. (34,7± 2,7)%. Während SiO20%-Mikropartikel damit
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über den Beobachtungszeitraum bereits das Maximum der Interaktionsrate erreicht ha-
ben, steigt die Rate bei SiO20,5%-Mikropartikeln weiter an und erreicht nach ca. 3 h ihren
Maximalwert von (52,7± 7,9)%.
Im Gegensatz dazu zeigen SiO20%- und SiO20,5%-Mikropartikel in Interaktion mit Ve-
ro CCL81 Zellen (Abbildung 5.16 b) nach 1 h eine deutlich geringere Interaktionsra-
te von (18,0± 3,1)% bzw. (9,1± 2,6)%. Ähnlich wie bei 3T3/CD4-CXCR4 steigt die
Interaktionsrate über den Beobachtungszeitraum an, wobei SiO20%-Mikropartikel nach
5 h ihren Maximalwert von (28,2± 9,7 )% erreichen. Die Interaktionsrate von SiO20,5%-
Mikropartikeln hingegen steigt über den gesamten Beobachtungszeitraum an und erreicht
nach 24 h einen Wert von (27,3± 6,2)%.
Die Ergebnisse zeigen, dass Interaktionsraten und Interaktionskinetiken der SiO2-Mikro-
partikel deutlich von der verwendeten Zelllinie abhängen. Hierbei ist zu erkennen, dass bei
3T3/CD4-CXCR4 Zellen im Vergleich zu Vero CCL81 Zellen eine generell höhere Inter-
aktionsrate zu beobachten ist, welcher sich zusätzlich durch eine schneller stattﬁndende
Interaktion auszeichnet. Des Weiteren ist die Interaktionsrate nur geringfügig von der
terminalen Oberﬂächenbeschichtung der SiO2-Mikropartikel abhängig, wobei hier keine
eindeutige Tendenz festgestellt wurde.
Es fällt auf, dass insbesondere bei 3T3/CD4-CXCR4 Zellen (Abbildung 5.16 a) die Inter-
aktionsrate nach 24 h erheblich abnimmt (SiO20%: (8,9± 6,5)%, SiO20,5%: (32,5± 7,4)%).
Ein ähnliches Verhalten kann eingeschränkt auch bei Vero CCL81 Zellen beobachtet wer-
den (SiO20%: (15,8± 11,8)%). Diese Reduzierung repräsentiert allerdings nicht die tatsäch-
liche Interaktionsrate, sondern wird durch eine erschwerte Trennung der Populationen von
Zellen mit und ohne SiO2-Mikropartikel-Interaktion hervorgerufen. Diese beruht auf ei-
nem zeitabhängigen Verlust der Fluoreszenzintensität internalisierter SiO2-Mikropartikel.
Um diesen Eﬀekt zu verdeutlichen, sind in Abbildung 5.17 beispielhaft Punktdiagramme,
Histogramme sowie CLSM-Aufnahmen von SiO20,5%-Mikropartikeln nach 1 h und 24 h in
Interaktion mit 3T3/CD4-CXCR4 und Vero CCL81 Zellen gegenübergestellt.
Man erkennt in den dargestellten Punktdiagrammen (Abbildung 5.17 a1 und b1), dass
bei beiden Zelllinien nach 1 h eine klare Trennung zwischen Zellen ohne SiO2-Mikropartikel-
Interaktion (oberer linker Quadrant) und Zellen mit SiO2-Mikropartikel-Interaktion (obe-
rer rechter Quadrant) vorliegt. Bei 3T3/CD4-CXCR4 Zellen (Abbildung 5.17 a1) kann zu-
sätzlich sogar zwischen der Interaktion mit einem, zwei oder mehreren SiO2-Mikropartikeln
unterschieden werden, welches sich durch diskrete Fluoreszenzintensitätswerte äußert. Dies
wird zusätzlich bei Betrachtung der Histogramme der PE-RITC-Fluoreszenzintensität
in Abbildung 5.17 a2 sichtbar. Aber auch die PE-RITC-Fluoreszenzverteilung bei Vero
CCL81 Zellen (Abbildung 5.17 b2) erlaubt eine gute Identiﬁzierung der Zellen mit SiO2-
Mikropartikel-Interaktion aufgrund der erhöhten Fluoreszenzintensität.
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Abbildung 5.17: a1) und b1) zeigen jeweils zwei Punktdiagramme (x-Achse: PE-RITC-
Fluoreszenzintensität, y-Achse: FSC =̂ Größe ) der Interaktion von 3T3/CD4-CXCR4 (a1)
und Vero CCL81 (b1) Zellen mit SiO20,5%-Mikropartikeln nach 1 h und nach 24 h bei einem
Inkubationsverhältnis von NZ/NP = 1:5. Die Daten zeigen nur Zellen bzw. Zellen mit SiO2-
Mikropartikelinteraktion, wobei SiO2-Mikropartikel im Überstand nicht dargestellt sind. a2) und
b2) stellen die entsprechenden Histogramme der PE-RITC-Fluoreszenzintensität dar. Zusätzlich
sind ebenfalls die zugehörigen CLSM-Aufnahmen von 3T3/CD4-CXCR4 (a3) und Vero CCL81
(b3) Zellen mit SiO20,5%-Mikropartikeln nach 1 h und 24 h dargestellt. Zu sehen ist die Fluores-
zenzverteilung von PE-RITC (rot) in Überlagerung mit dem entsprechenden Transmissionsbild.
Die Skala entspricht 10µm. Die Abbildung wurde von Göse et al. adaptiert [180].
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Die Punktdiagramme nach 24 h zeigen ein verändertes Verhalten. Eine eindeutige Unter-
scheidung ist nicht mehr möglich, da nur noch eine einzige breite Population zu beob-
achten ist. Dieses Verhalten wird bei der Betrachtung der Histogramme der PE-RITC-
Fluoreszenzintensität nach 24 h (Abbildung 5.17 a2 und b2) noch deutlicher. Die hier
detektierte Population setzt sich nun sowohl aus der unveränderten Autoﬂuoreszenz der
Zellen als auch der reduzierten Fluoreszenzintensität von Zellen mit SiO2-Mikropartikel-
Interaktion zusammen. Dieses Verhalten deutet darauf hin, dass der verwendete Fluores-
zenzmarker PE-RITC nach 24 h nicht mehr stabil ist oder die assemblierte Lipidschicht in
den Zellen abgebaut wird.
Eine Betrachtung der lokalen PE-RITC-Verteilung nach 1 h mittels CLSM (Abbildung
5.17 a3 und b3) bestätigt eine gut erkennbare PE-RITC-Fluoreszenzintensität auf der
Oberﬂäche, der SiO20,5%-Mikropartikel nach Interaktion mit den Zellen. Nach 24 h ist auf
der Oberﬂäche der SiO2-Mikropartikel eine veränderte Intensitätsverteilung sichtbar. Par-
allel dazu zeigen sich lokal begrenzte ﬂuoreszierende Regionen, welche über die gesamte
Zelle verteilt sind. Frühere Untersuchungen von Reibetanz et al. [51, 183] haben gezeigt,
dass vergleichbare SiO2-Mikropartikel von Zellen aufgenommen werden und hauptsächlich
im Endolysosom anzutreﬀen sind. Daher ist davon auszugehen, dass im Endolysosom ein
lysosomaler Abbau der assemblierten Lipidmembran stattﬁndet. Dabei werden abgebau-
te Fragmente der Lipidmembran vom Endolysosom abgeschnürt und erzeugen die beob-
achtete punktförmige Fluoreszenzverteilung im Zellinneren. Bei diesem Prozess werden
auch ﬂuoreszierende PE-RITC-Moleküle abgebaut und es wird eine reduzierte PE-RITC-
Fluoreszenzintensität der verbleibenden Lipidmembranbestandteile gemessen.
Da der größte Anstieg der Interaktionsrate im niedrigem Stundenbereich stattﬁndet, wur-
de für die folgenden detaillierten Untersuchungen ein Beobachtungszeitraum von (1-3) h
gewählt.
Rezeptorexpression Für eine eﬃziente Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung zwischen funk-
tionalisierten SiO2-Mikropartikeln und Zellen ist der Nachweis der speziﬁschen Expression
der entsprechenden Rezeptoren erforderlich.
Dafür wurden konﬂuent gewachsene 3T3/CD4-CXCR4 und Vero CCL81 Zellen von der
Oberﬂäche abgelöst und mit dem entsprechenden primären Antikörper inkubiert. Um die
Bindung des primären Antikörpers nachzuweisen, wurden die Zellen im Anschluss mit
einem ﬂuoreszierenden, sekundären Antikörper (ABs-Cy5) inkubiert. Bei den untersuch-
ten Antikörpern handelt es sich um Antikörper gegen CXCR4 (ABCXCR4, bei 3T3/CD4-
CXCR4 Zellen) und gegen CD155 (ABCD155, bei Vero CCL81 Zellen). Die Ergebnisse über
die exprimierten Oberﬂächenrezeptoren sind in Abbildung 5.18 dargestellt. Dabei dienen
unbehandelte Zellen, Zellen mit reiner sekundären Antikörperinkubation und Zellen mit
Antikörperinkubation gegen CCR5 (ABCCR5, Isotypenkontrolle) als Kontrollen.
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Abbildung 5.18: Verteilung der Fluoreszenzintensität des sekundären Antikörpers (ABs-Cy5)
auf 3T3/CD4-CXCR4 Zellen (a) und Vero CCL81 Zellen (b). Die Zellen wurden zuerst mit einem
primären Antikörper (+ABCCR5, +ABCD155 oder +ABCXCR4) inkubiert, und im Anschluss mit
dem sekundären Antikörper (+ABs-Cy5) markiert. Zusätzlich sind Zellen ohne Antikörperinku-
bation (Kontrolle) sowie mit ausschließlicher ABs-Cy5 Inkubation (+ABs-Cy5) als Kontrollen
dargestellt.
Bei 3T3/CD4-CXCR4 Zellen (Abbildung 5.18 a) ist nach einer Inkubation mit ABs-Cy5
(+ABs-Cy5) keine erhöhte Fluoreszenzintensität im Vergleich zu der nicht-ﬂuoreszierenden
Zellkontrolle zu beobachten. Vero CCL81 Zellen (Abbildung 5.18 b) hingegen zeigen ei-
ne geringe Erhöhung der Fluoreszenzintensität im Vergleich zu der nicht-ﬂuoreszierenden
Kontrolle. Dies deutet darauf hin, dass keine bzw. nur eine sehr geringe unspeziﬁsche Bin-
dung von ABs-Cy5 mit der Zellmembranoberﬂäche vorliegt. Eine ähnlich geringe Fluores-
zenzintensität kann bei beiden Zelllinien bei Betrachtung der Isotypenkontrolle detektiert
werden (+ABCCR5+ABs-Cy5).
Bei Verwendung des speziﬁschen Antikörpers steigt die detektierte Fluoreszenzintensi-
tät durch eine speziﬁsche Bindung des sekundären Antikörpers deutlich an und demons-
triert die speziﬁsche Expression der entsprechenden Rezeptoren (+ABCXCR4+ABs-Cy5 und
+ABCD155+ABs-Cy5).
Damit wurde gezeigt dass mit PE-RITC eine geeignete ﬂuoreszierende Sonde zur Verfü-
gung steht, um die SiO2-Mikropartikel-Interaktion mit Zellen über experimentell relevan-
te kurze bis mittlere Zeiträume untersuchen zu können. Für beide verwendeten Zelllinien
wurde die Expression eines speziﬁschen Oberﬂächenrezeptors nachgewiesen (CXCR4 und
CD155), der bei den folgenden speziﬁschen Interaktionsuntersuchungen von Antikörper-
funktionalisierten SiO2-Mikropartikeln mit Zellen angesprochen wird.
81
5 Ergebnisse und Diskussion
5.3.2 Interaktion und Aufnahme von oberﬂächenfunktionalisierten
SiO2-Mikropartikeln
Das homogene und reguläre Mikropartikelsystem wird im Folgendem unter physiologi-
schen Bedingungen in Zellkultur (37 ◦C, DMEM mit 2% FKS) eingesetzt. Dabei wird
zum einen untersucht, ob speziﬁsch adressierte SiO2-Mikropartikel eine veränderte In-
teraktionsrate und Interaktionskinetik aufweisen. Zum anderen werden aus der Literatur
bekannte Antikörper-funktionalisierte LbL-Mikropartikelsysteme untersucht und mit dem
hier entwickeltem SiO2-Mikropartikelsystem verglichen.
3T3/CD4-CXCR4 Für die Untersuchung der Auswirkung einer speziﬁschen Oberﬂä-
chenbeschichtung auf die Interaktion zwischen SiO2-Mikropartikeln und 3T3/CD4-CXCR4
Zellen wurden SiO2-Mikropartikel mit den folgenden Beschichtungen verwendet:
- SiO20,5% + Streptavidin + Antikörper gegen CXCR4
- SiO20,5% (Kontrolle)
- SiO20,5% + Streptavidin (Kontrolle)
- SiO20,5% + Streptavidin + Antikörper gegen CCR5 (Isotypenkontrolle)
Die dabei beobachteten Interaktionsraten im Zeitintervall von (1-3) h sind in Abbildung
5.19 dargestellt, wobei die Interaktionsraten von SiO20%- und SiO20,5%-Mikropartikeln aus
Abbildung 5.16 a zur direkten Vergleichbarkeit eingefügt wurden.
Die Untersuchungen zeigen, dass die Kontrollproben (Oberﬂächenbeschichtung mit Strep-
tavidin (+Streptavidin) bzw. mit Streptavidin und Antikörpern gegen CCR5 (+Strepta-
vidin + ABCCR5)) keine Veränderung der Interaktionsrate und der Interaktionskinetik im
Vergleich zu unmodiﬁzierten SiO20,5%-Mikropartikeln aufweisen. Hierbei werden für beide
Kontrollen Interaktionsraten von (37,5± 6,1)% und (35,4± 3,9)% (1 h), (47,7± 5,4)% und
(47,4± 7,4)% (2 h) bzw. (50,7± 7,4)% und (51,9± 9,6)% (3 h) beobachtet. Dies zeigt, dass
eine zusätzliche Beschichtung der Oberﬂäche mit einem Protein (Streptavidin) oder An-
tikörpern gegen einen nicht-exprimierten Oberﬂächenrezeptor (Streptavidin + ABCCR5),
keinen Einﬂuss auf die Interaktionsrate und die Interaktionskinetik haben.
Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass durch die Bindung eines speziﬁschen Antikörpers
gegen einen exprimierten Oberﬂächenrezeptor (Streptavidin + ABCXCR4) eine signiﬁkant
schneller ablaufende Interaktion erreicht wird, welche bereits nach 1 h ihr Interaktions-
maximum von 60% aufweist ((58,2± 2,5)% (1 h), (62,4± 3,6)% (2 h) und (62,7± 4,7)%
(3 h)). Damit wurde gezeigt, dass durch die Verwendung einer speziﬁschen Adressierung
die Interaktionsrate im Vergleich zu SiO20,5%-Mikropartikeln um 25% erhöht und die In-
teraktionskinetik deutlich beschleunigt ist.
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Abbildung 5.19: Interaktionsrate von SiO20%- und SiO20,5%-Mikropartikeln mit 3T3/CD4-
CXCR4 Zellen bei einem NZ/NP Verhältnis von 1:5. Die SiO20,5%-Mikropartikel wurden zusätz-
lich mit Streptavidin (+Streptavidin), Streptavidin und Antikörpern gegen CCR5 (+Streptavidin
+ ABCCR5) und Streptavidin und Antikörpern gegen CXCR4 (+Streptavidin + ABCXCR4) be-
schichtet. Die Interaktionsrate wurde über einen Zeitraum von 3 h detektiert. Die statistische
Analyse erfolgte mittels eines 2-seitigen Studentischen t-Tests: ** p≤ 0,01. Die Abbildung wurde
von Göse et al. adaptiert [180].
Die beobachtete Erhöhung der Interaktion von SiO2-Mikropartikeln durch gezielte Funk-
tionalisierung wurde weiterhin mit zwei aus der Literatur bekannten Systemen verglichen:
a) direkte elektrostatische Assemblierung des Antikörpers auf polyelektrolytbeschichte-
ten SiO2-Mikropartikeln (PRM und PRM + ABCXCR4) [50, 184],
b) Assemblierung des Antikörpers auf einer inhomogenen Lipidmembran mit einer ho-
hen Konzentration an PE-PEG-Biotin (SiO210%-Mikropartikel und SiO210%-Mikro-
partikel mit speziﬁscher terminaler Antikörperbindung gegen CXCR4) [59, 185].
(a) Ein einfacher und schnell durchführbarer Weg, um Antikörper und polyelektrolytbe-
schichtete SiO2-Mikropartikel miteinander zu verbinden besteht in der direkten Beschich-
tung mit Antikörpern über eine elektrostatischWechselwirkung.Cortez et al. [50] zeigten,
dass dann unter optimierten Bedingungen (Inkubation bei 4 ◦C und Absättigung unspezi-
ﬁscher Bindungsstellen mit BSA) eine speziﬁsche Wechselwirkung mit Zellen erreicht wird.
Die Beschichtungsbedingungen wurden für das hier verwendete Mikropartikelsystem ad-
aptiert und die Interaktion mit Zellen unter physiologischen Bedingungen (37 ◦C, DMEM
mit 2% FKS, keine Absättigung unspeziﬁscher Bindungsstellen) durchgeführt (Abbildung
5.20).
Es zeigt sich, dass polyelektrolytbeschichtete SiO2-Mikropartikel (PRM) bereits nach
1 h eine sehr hohe unspeziﬁsche Interaktionsrate von (46,2± 4,1)% aufweisen. Ursache für
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Abbildung 5.20: Interaktionsrate von SiO2-Mikropartikeln mit 3T3/CD4-CXCR4 Zellen bei
einem NZ/NP Verhältnis von 1:5. Die SiO2-Mikropartikel wurden mit unterschiedlichen Oberﬂä-
chenbeschichtungen appliziert: positive Polyelektrolytbeschichtung (PRM), positive Polyelektro-
lytbeschichtung mit anschließender Antikörperbeschichtung gegen CXCR4 (PRM + ABCXCR4),
Lipidmembran mit 10mol% PE-PEG-Biotin (10mol% PE-PEG-Biotin), Lipidmembran mit
10mol% PE-PEG-Biotin mit anschließender Streptavidin und Antikörperbeschichtung gegen CX-
CR4 (10mol% PE-PEG-Biotin + ABCXCR4). Zusätzlich sind die Interaktionsraten von SiO20%-
Mikropartikeln (0mol% PE-PEG-Biotin), SiO20,5%-Mikropartikeln (0,5mol% PE-PEG-Biotin)
und SiO20,5%-Mikropartikeln mit anschließender Streptavidin- und Antikörperbeschichtung ge-
gen CXCR4 (0,5mol% PE-PEG-Biotin + ABCXCR4) dargestellt. Die Interaktionsrate wurde über
einen Zeitraum von 3 h detektiert. Die Abbildung wurde von Göse et al. adaptiert [180].
dieses Verhalten ist maßgeblich die Ladung der SiO2-Mikropartikel. Aufgrund der termi-
nalen PRM-Schicht weisen diese wie bereits früher beschrieben eine positive Ladung auf
und erfahren demnach sofort eine elektrostatisch hervorgerufene Anziehung zur negativ
geladenen Zelloberﬂäche [186]. Die Interaktionsrate ist über den Beobachtungszeitraum
nahezu konstant, wobei Werte von (51,2± 2,6)% (2 h) und (54,1± 1,1)% (3 h) beobach-
tet werden. Diese liegen damit deutlich über der Interaktionsrate von lipidbeschichteten
SiO20%-Mikropartikeln.
Entgegen den Erwartungen führte eine zusätzliche Oberﬂächenbeschichtung von PRM-
beschichteten SiO2-Mikropartikeln mit Antikörpern gegen CXCR4 jedoch nicht zu ei-
ner Steigerung der Interaktionsrate, sondern zu einer Reduzierung ((32,6± 3,9)% (1 h),
(34,9± 5,4)% (2 h) und (34,2± 4,5)% (3 h)). Dies steht im Gegensatz zu der ursprüng-
lichen Erwartung. Eine mögliche Erklärung für das beobachtete Verhalten ist in der un-
terschiedlichen Probenpräparation sowie im Assemblierungsprozess zu ﬁnden. Während
bei Cortez et al. vor der Zellinkubation eine Absättigung aller unspeziﬁschen Bindungs-
stellen auf der Partikeloberﬂäche durchgeführt wurde, erfolgte in der vorliegenden Arbeit
eine Experimentdurchführung unter physiologischen Bedingungen (37 ◦C und keine Ab-
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sättigung unspeziﬁscher Bindungsstellen mit BSA). Dies zeigt, dass die Eﬀektivität eines
solchen Mikropartikelsystems erheblich von den verwendeten Inkubationsparametern ab-
hängt.
Zusätzlich ist aus vorangegangenen Untersuchungen bekannt, dass zwar eine große Men-
ge an Antikörpern auf der PRM-beschichteten SiO2-Mikropartikeloberﬂäche assembliert
wird (Abbildung 5.14), diese jedoch durch den ungerichteten Assemblierungsprozess nur
teilweise die geeignete Orientierung aufweisen, um mit dem Zielrezeptor wechselwirken
zu können. Dabei scheint die elektrostatisch vermittelte Interaktion von polyelektrolytbe-
schichteten SiO2-Mikropartikeln mit 3T3/CD4-CXCR4 Zellen stärker auszufallen, als die
Antikörper-vermittelte Interaktion.
(b) Einen weiteren Ansatz stellt die Verwendung einer willkürlich formierten Lipid-
membran [54, 59] mit ﬁnaler Assemblierung von Antikörpern dar. Diese Lipidmembranen
werden in verschiedenen Zusammensetzungen in der Literatur beschrieben und unterlie-
gen keiner speziellen Optimierung hinsichtlich Homogenität und Regularität. Als reprä-
sentatives Modell wurde hier eine Lipidmischung mit 10mol% PE-PEG-Biotin verwendet
(SiO210%-Mikropartikeln, AL/AM = 80:1), welche diese Bedingungen vereint und sich zu-
sätzlich durch eine hohe Menge an gebundenem Antikörper auszeichnet.
SiO210%-Mikropartikel weisen Interaktionsraten von (27,4± 3,9)% (1 h), (28,2± 5,9)%
(2 h) und (37,0± 5,2)% (3 h) auf, welche annähernd den Interaktionsraten von SiO20%-
Mikropartikeln entsprechen. Es fällt auf, dass trotz der hohen Konzentration von PEG kei-
ne Reduzierung der Interaktionsrate erreicht werden kann, obwohl der abschirmende Eﬀekt
von PEG mehrfach in der Literatur erwähnt wird. Es ist davon auszugehen, dass das ober-
ﬂächengebundene PEG zwar eine reduzierende Wirkung auf die SiO2-Mikropartikel-Zell-
Interaktion besitzt [47], diese allerdings durch die nachgewiesene inhomogene Lipidmem-
bran-Struktur aufgehoben wird. Dadurch kommt es zu einer Wechselwirkung mit freilie-
genden Polyelektrolyten auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche.
Eine speziﬁsche Beschichtung mit Streptavidin und Antikörpern gegen CXCR4 führt wie
erwartet zu einer erhöhten Interaktionsrate im Vergleich zu SiO20%-Mikropartikeln. Dabei
werden Interaktionsraten von (43,7± 0,2)% (1 h), (47,6± 1,1)% (2 h) und (50,3± 0,9)%
(3 h) detektiert. Der Vergleich mit SiO20,5%-Mikropartikeln mit gleicher Oberﬂächenbe-
schichtung zeigt jedoch, dass SiO210%-Mikropartikel trotz einer erhöhten Menge an ge-
bundenem Antikörper (Vergleich Abbildung 5.14) eine um (20-25)% geringere speziﬁsche
Interaktionsrate mit 3T3/CD4-CXCR4 Zellen aufweisen. Ursache für diese Verhalten ist
eine potenziell reduzierte Zugänglichkeit der assemblierten Antikörper aufgrund der hohen
PE-PEG-Biotin-Konzentration (Vergleich Abbildung 5.14 c).
Wie bereits berichtet, kann die hohe Konzentration an PE-PEG-Biotin dazu führen, dass
die Interaktion zwischen Rezeptor und Antikörper beeinﬂusst wird. Bei einer geringen
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Konzentration an PE-PEG-Biotin von 0,5mol% und einer homogenen Verteilung besitzt
die speziﬁsche Bindungsstelle Biotin einen mittleren Abstand von ≈10 nm. Im Vergleich
dazu fällt der mittlere Abstand bei einer PE-PEG-Biotin Konzentration von 10mol%
deutlich geringer aus (≈2 nm). Der damit verbundene Übergang der PEG-Moleküle vom
Mushroom- zum Brush-Zustand kann dafür sorgen, dass gebundene Antikörper weniger
beweglich sind und somit erschwert eine Rezeptor-Wechselwirkung eingehen können.
Vero CCL81 Ähnlich wie bei 3T3/CD4-CXCR4 Zellen wurden auch bei Vero CCL81
Zellen die Auswirkungen verschiedener speziﬁscher Oberﬂächenbeschichtungen auf die In-
teraktionsrate und die Interaktionskinetik untersucht. Dabei wurden SiO2-Mikropartikel
mit den folgenden Beschichtungen verwendet:
- SiO20,5% + Streptavidin + Antikörper gegen CD155
- SiO20,5% (Kontrolle)
- SiO20,5% + Streptavidin (Kontrolle)
- SiO20,5% + Streptavidin + Antikörper gegen CCR5 (Isotypenkontrolle)
Die dabei beobachteten Interaktionsraten in einem Zeitintervall von (1-3) h sind in Ab-
bildung 5.21 dargestellt. Wie bereits bei 3T3/CD4-CXCR4 Zellen sind zusätzlich die Inter-
aktionsraten von SiO20%- und SiO20,5%-Mikropartikeln aus Abbildung 5.16 b hinzugefügt,
um einen direkten Vergleich zu ermöglichen.
Im Vergleich zu SiO20,5%-Mikropartikeln führt eine zusätzliche Beschichtung mit Strep-
tavidin oder Streptavidin + Antikörpern gegen CCR5 lediglich zu einer leicht erhöhten
Interaktionsrate. Diese besitzen nach 1 h einen Wert von (11,2± 3,9)% (+Streptavidin)
und (14,3± 0,6)% (+Streptavidin + ABCCR5). Die detektierte Interaktionsrate bleibt
über den Beobachtungszeitraum nahezu konstant und erreicht nach 3 h einen Wert von
(15,2± 4,6)% (+Streptavidin) und (20,4± 2,5)% (+Streptavidin + ABCCR5).
Im Gegensatz dazu führt eine zusätzliche Beschichtung mit Streptavidin und Antikörpern
gegen CD155 (+Streptavidin + ABCD155) zu einer signiﬁkant erhöhten Interaktionsrate.
Diese erreicht bereits nach 1 h einen Wert von (29,5± 3,1)%. Die Interaktionsrate bleibt
über den Beobachtungszeitraum nahezu stabil, wobei nach 3 h ein Wert von (34,4± 3,4)%
beobachtet wird. Der Vergleich mit SiO20%- und SiO20,5%-Mikropartikeln zeigt, dass da-
durch bereits nach 1 h das vorherige Interaktionsmaximum erreicht wird (Abbildung 5.16
b).
Die Eﬃzienz der Oberﬂächenfunktionalisierung mit Antikörpern in der Anwendung wurde
ähnlich wie bei 3T3/CD4-CXCR4 Zellen mit zwei weiteren Systemen verglichen:
a) direkte elektrostatische Assemblierung des Antikörpers auf polyelektrolytbeschichte-
ten SiO2-Mikropartikeln (PRM und PRM + ABCD155),
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Abbildung 5.21: Interaktionsrate von SiO20%- und SiO20,5%-Mikropartikeln mit Vero CCL81
Zellen bei einem NZ/NP Verhältnis von 1:5. Die SiO20,5%-Mikropartikel wurden zusätzlich mit
Streptavidin (+Streptavidin), Streptavidin und Antikörpern gegen CCR5 (+Streptavidin +
ABCCR5) und Streptavidin und Antikörpern gegen CD155 (+Streptavidin + ABCD155) beschich-
tet. Die Interaktionsrate wurde über einen Zeitraum von 3 h detektiert. Die statistische Analyse
erfolgte mittels eines 2-seitigen Studentischen t-Tests: ** p≤ 0,01, n.s. nicht signiﬁkant. Die Ab-
bildung wurde von Göse et al. adaptiert [180].
b) Assemblierung des Antikörpers auf einer inhomogenen Lipidmembran mit einer ho-
hen Konzentration an PE-PEG-Biotin (SiO210%-Mikropartikel und SiO210%-Mikro-
partikel mit speziﬁscher, terminaler Antikörperbindung gegen CD155).
Die resultierenden Interaktionsraten über eine Beobachtungszeit von (1-3) h sind in Ab-
bildung 5.22 dargestellt. Für eine direkte Vergleichbarkeit sind diesen zusätzlich die Inter-
aktionsraten von SiO20%-Mikropartikeln, SiO20,5%-Mikropartikeln sowie SiO20,5%-Mikro-
partikeln + Streptavidin + Antikörper gegen CD155 (Abbildung 5.21) gegenübergestellt.
(a) Bei Betrachtung der Interaktionsrate von polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikro-
partikeln (PRM) nach 1 h fällt im Vergleich mit SiO20,5%-Mikropartikeln auf, dass diese
deutlich höher ist ((16,5± 0,7)%). Nach 3 h wird eine weitere Steigerung auf (24,2± 0,3)%
beobachtet. Dieses Verhalten ist erneut auf die elektrostatisch vermittelte, unspeziﬁsche
Interaktion zwischen den positiv geladenen SiO2-Mikropartikeln und den negativ gelade-
nen Vero CCL81 Zellen zurückzuführen.
Die Assemblierung des speziﬁschen Antikörpers gegen CD155 (PRM + ABCD155) führt zu
einer Erhöhung der Interaktionsrate, wobei nach 1 h bereits ein Wert von (27,5± 3,3)% er-
reicht wird. Über den Beobachtungszeitraum steigert sich die Interaktionsrate auf (40,1±
6,2)%. Diese Werte entsprechen den beobachteten Interaktionsraten von SiO20,5%-Mikro-
partikeln mit terminaler Antikörperbeschichtung gegen CD155. Allerdings ist auf den
polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropartikeln eine deutlich höhere Menge an Antikör-
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Abbildung 5.22: Interaktionsrate von SiO2-Mikropartikeln mit Vero CCL81 Zellen bei ei-
nem NZ/NP Verhältnis von 1:5. Die SiO2-Mikropartikel wurden mit unterschiedlichen Oberﬂä-
chenbeschichtungen eingesetzt: positive Polyelektrolytbeschichtung (PRM), positive Polyelektro-
lytbeschichtung mit anschließender Antikörperbeschichtung gegen CD155 (PRM + ABCD155),
Lipidmembran mit 10mol% PE-PEG-Biotin (10mol% PE-PEG-Biotin), Lipidmembran mit
10mol% PE-PEG-Biotin mit anschließender Streptavidin und Antikörperbeschichtung gegen
CD155 (10mol% PE-PEG-Biotin + ABCD155). Zusätzlich sind die Interaktionsraten von SiO20%-
Mikropartikeln (0mol% PE-PEG-Biotin), SiO20,5%-Mikropartikeln (0,5mol% PE-PEG-Biotin)
und SiO20,5%-Mikropartikeln mit anschließender Streptavidin- und Antikörperbeschichtung ge-
gen CD155 (0,5mol% PE-PEG-Biotin + ABCD155) dargestellt. Die Interaktionsrate wurde über
einen Zeitraum von 3 h detektiert. Die Abbildung wurde von Göse et al. adaptiert [180].
pern (Faktor 10, Abbildung 5.14) assembliert. Dieser Unterschied in der Antikörpermenge
bei vergleichbarer Interaktionsrate lässt sich auf die ungerichtete Assemblierung der An-
tikörper auf polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropartikeln zurückführen, womit trotz
der hohen Antikörpermenge nur eine eingeschränkte speziﬁsche Rezeptor-Wechselwirkung
stattﬁndet. Dies zeigt erneut den Vorteil des optimierten Mikropartikelsystems (0,5mol%
PE-PEG-Biotin + CD155), welches trotz einer deutlich geringeren Antikörpermenge eine
vergleichbare hohe Interaktionsrate aufweist.
(b) SiO210%-Mikropartikel weisen nach 1 h eine geringe Interaktionsrate von lediglich
(6,0± 1,2)% auf, welche über den Beobachtungszeitraum nahezu konstant bleibt und
nach 3 h einen Wert von (9,8± 1,3)% annimmt. Der Vergleich mit SiO20%- und SiO20,5%-
Mikropartikeln zeigt, dass durch die Integration von 10mol% PE-PEG-Biotin die Inter-
aktionsrate weiter reduziert wird. Das weist darauf hin, dass hier trotz der inhomogenen
Lipidmembran eine hohe Konzentration von PEG zu einer Reduzierung der unspeziﬁschen
Zellinteraktion führt. Dennoch kann die unspeziﬁsche Bindung von Serumproteinen (Op-




Bei SiO210%-Mikropartikeln mit Antikörperbeschichtung gegen CD155 (10mol% PE-PEG-
Biotin + ABCD155) erhöht sich erwartungsgemäß die Interaktionsrate gegenüber unfunk-
tionalisierten SiO2-Mikropartikeln. Diese erreicht nach 1 h einen Wert von (13,1± 0,3)%
und steigt bis 3 h geringfügig weiter auf (17,6± 1,7)% an. Der Vergleich mit Antikörper-
funktionalisierten SiO20,5%-Mikropartikeln zeigt jedoch eine deutlich geringere Interakti-
onsrate. Auch hier ist die Ursache in der Zugänglichkeit der assemblierten Antikörper zu
ﬁnden.
Wie schon im Falle der 3T3/CD4-CXCR4 Zellen beschrieben, bewirkt der geringe Ab-
stand zwischen zwei benachbarten Biotin-Bindungsstellen sowie der Brush-Zustand der
PEG-Moleküle, dass die speziﬁsch gebundenen Antikörper nur bedingt beweglich sind und
für eine speziﬁsche Rezeptor-Wechselwirkung zur Verfügung stehen.
Das zeigt erneut, dass neben einer speziﬁschen Ausrichtung auch ein gewisses Maß an
Beweglichkeit der Antikörper gewährleistet sein muss, um eine ausreichende Rezeptor-
Wechselwirkung und damit eine hohe SiO2-Mikropartikel-Interaktionsrate mit Zellen her-
vorzurufen. Diese Bedingungen sind lediglich bei den optimierten SiO20,5%-Mikropartikeln
gegeben.
Zusammenfassung und Vergleich 3T3/CD4-CXCR4 und Vero CCL81 Zellen Beide
Zelllinien zeigen eine grundlegend ähnliche Tendenz in ihrem Interaktionsverhalten mit un-
terschiedlich oberﬂächenbeschichteten SiO2-Mikropartikeln. Sowohl bei 3T3/CD4-CXCR4
als auch bei Vero CCL81 Zellen wurde tendenziell eine Reduzierung der unspeziﬁschen
Interaktion durch die Assemblierung einer Lipidmembran auf der Mikropartikeloberﬂä-
che beobachtet. Dabei führt eine hohe Konzentrationen an PE-PEG-Biotin (10mol%) zu
einer stärker reduzierten Interaktionsrate. Allerdings erzeugt die hohe Konzentration an
PE-PEG-Biotin Irregularitäten in der Lipidmembran, welche wiederum zu einer ungewoll-
ten Opsonierung und somit zu veränderten Oberﬂächeneigenschaften des Mikropartikel-
systems führen können [187].
Eine speziﬁsche Beschichtung mit Antikörpern gegen einen exprimierten Oberﬂächenrezep-
tor führt sowohl bei SiO20,5%- als auch SiO210%-Mikropartikeln zu einer Erhöhung der Inter-
aktionsrate in kurzen Inkubationszeiträumen (≤3 h). Dabei zeigen SiO20,5%-Mikropartikel
in jedem Fall eine höhere und schnellere Interaktionsrate als SiO210%-Mikropartikel, welche
bei beiden Zelllinien bereits nach 1 h ihren Maximalwert erreicht. Trotz der deutlich grö-
ßeren Menge an assembliertem Antikörper (≈ 5 fach höhere Menge), erhöht sich die Inter-
aktionsrate bei SiO210%-Mikropartikeln nicht im vergleichbarem Maßstab. Der Vergleich
mit einer ungerichteten Assemblierung von Antikörpern auf polyelektrolytbeschichteten
SiO2-Mikropartikeln zeigt, dass auch hier trotz einer 10 fach erhöhten Antikörpermenge
die Interaktionsrate von SiO20,5%-Mikropartikeln nicht erreicht wird.
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Diese Ergebnisse führen zu der Schlussfolgerung, dass nicht ausschließlich die Menge an
assemblierten Antikörpern für eine eﬀektive Interaktion mit Zellen verantwortlich ist, son-
dern vielmehr eine speziﬁsche Ausrichtung der Antikörper sowie deren Zugänglichkeit für
eine speziﬁsche Rezeptor-Wechselwirkung von entscheidender Bedeutung sind. Diese Be-
dingungen werden nur von homogenen und regulären SiO20,5%-Mikropartikeln erfüllt.
Bei polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropartikeln mit und ohne Antikörperbeschich-
tung zeigt sich zusätzlich ein Unterschied im Interaktionsverhalten bei 3T3/CD4-CXCR4
und Vero CCL81 Zellen. Da die große Menge und der Anteil gerichteter/ungerichteter
assemblierter Antikörper auf polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropartikeln für beide
Systeme gleich anzunehmen ist, muss der beobachtete Unterschied im Interaktionsverhal-
ten auf die generelle Wechselwirkung polyelektrolytbeschichteter SiO2-Mikropartikel mit
der entsprechenden Zelllinie zurückgeführt werden. Diese ist bei 3T3/CD4-CXCR4 Zellen
wesentlich stärker ausgeprägt als bei Vero CCL81 Zellen. Durch eine Antikörperassemblie-
rung werden alle unspeziﬁschen Interaktionsstellen (Nunspeziﬁsch) abgesättigt und teilweise
speziﬁsche Antikörper-Rezeptor Bindungsstellen geschaﬀen (Nspeziﬁsch). Da die Assemblie-
rung des Antikörpers ungerichtet stattﬁndet, ist wie bereits erwähnt nur ein geringer Anteil
der gebundenen Antikörper für eine speziﬁsche Antikörper-Rezeptor-Wechselwirkung zu-
gänglich. Im Vergleich zu den unspeziﬁschen Bindungsstellen ergeben sich die folgenden
Relationen:
3T3/CD4-CXCR4: Nunspeziﬁsch > N spezifsch
Vero CCL81: Nunspeziﬁsch < N spezifsch
Damit führt eine Antikörperbeschichtung auf polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropar-
tikeln bei 3T3/CD4-CXCR4 Zellen zu einer Reduzierung der Interaktionsrate, während
bei Vero CCL81 Zellen eine Erhöhung festzustellen ist.
Beiden Zelllinien ist gemein, dass die höchste und schnellste speziﬁsche Antikörper-
Rezeptor-Wechselwirkung zwischen SiO2-Mikropartikeln und Zellen bei einem optimalen
funktionellen Supported Lipid Bilayer auftritt (SiO20,5%, AL/AM = 80:1). Dieses System
zeichnet sich durch eine homogene und reguläre funktionelle Lipidmembran, eine geringe
Interaktion mit dem Protein BSA sowie einer hochgradig speziﬁsche Oberﬂächenfunktio-
nalisierung mit Antikörpern aus. In der Anwendung an zwei unterschiedlichen Zelllinien
(3T3/CD4-CXCR4 und Vero CCL81) wurde nachgewiesen, dass das optimierte Mikro-
partikelsystem auch unter physiologischen Bedingungen eine eﬀektive Interaktion mit den
adressierten Zellen aufweist. Zusätzlich zeigen die Untersuchungen, dass die äußere Funk-
tionalisierung sehr einfach ausgetauscht werden kann und so auch andere Oberﬂächenfunk-
tionalisierungen (z.B. zellpenetrierende Peptide) auf das Mikropartikelsystem aufgebracht
werden können. Somit kann geschlussfolgert werden, dass sich das vorgestellte optimierte




In den vorangegangen Untersuchungen wurden die Interaktionsraten und die Interaktions-
kinetiken zwischen SiO2-Mikropartikeln und 3T3/CD4-CXCR4 bzw. Vero CCL81 Zellen
betrachtet. Dabei können allerdings keine Rückschlüsse auf die intrazelluläre Prozessie-
rung der SiO2-Mikropartikel bzw. der einzelnen Komponenten gezogen werden. Die mit
Durchﬂusszytometrie gemessene Interaktionsrate erlaubt beispielsweise keine Unterschei-
dung zwischen Anlagerung der SiO2-Mikropartikel auf der Zelloberﬂäche und einer Auf-
nahme der SiO2-Mikropartikel ins Zellinnere. Um ein umfassenderes Bild über die in-
trazelluläre Prozessierung der lipidbeschichteten SiO2-Mikropartikel zu erhalten, wurden
verschiedene Zellfärbungen verwendet und CLSM-Untersuchungen durchgeführt.
Der Weg der SiO2-Mikropartikel führt nach Adsorption an die Zellmembran über Endozy-
tose in das Endosom und später in das Endolysosom. Anschließend kann eine Freisetzung
in das Zytoplasma erfolgen [123125]. Daher wurden die folgenden speziﬁschen Marker für
die einzelnen Abschnitte der Prozessierung verwendet:
a) SiO2-Mikropartikel: ﬂuoreszierendes Lipid in der assemblierten Lipidmembran (PE-
RITC) bzw. ﬂuoreszierendes Polyelektrolyt in der assemblierten Polyelektrolytmul-
tischicht (PAH-RITC) (rot)
b) Endozytose: Zellmembranfärbung (ﬂuoreszierendes Weizenkeimagglutinin, WGA-
AF350) (blau)
c) Endolysosom: Färbung saurer Zellkompartimente (LysoTracker R© Green DND-26,
Lysotracker) (grün)
a) Im Fall lipidbeschichteter SiO2-Mikropartikel wurde 1mol% PE-RITC in die assemb-
lierte Lipidmembran eingebracht. In Überlagerung mit der Transmissionsaufnahme kann
dadurch sowohl die Position der SiO2-Mikropartikel als auch der zeitabhängige Zustand
der assemblierten Lipidmembran analysiert werden.
Bei ausschließlich polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropartikeln wurde das ﬂuoreszie-
rende Polyelektrolyt PAH-RITC in Schicht drei als Marker in die assemblierte Polyelek-
trolytmultischicht eingebracht [125].
b) Die Zellmembran wurde durch ﬂuoreszierendes Weizenkeimagglutinin (WGA-AF350)
markiert, welches speziﬁsch an die generell in Zellmembranen vorhandenen Sialinsäuren
und N-Acetylglucosamin-Reste bindet [188].
c) Die Markierung der sauren Zellkompartimente (z.B. Lysosom, Endolysosom) erfolgte
mittels eines ﬂuoreszierenden Moleküls, dass sich speziﬁsch in sauren Kompartimenten der
Zelle anlagert (LysoTracker R© Green DND-26, Lysotracker).
Die Färbungen mit WGA-AF350 und Lysotracker wurden erst kurz vor Beobachtung der
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Abbildung 5.23: Prozessierung von PRM-polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropartikeln in
3T3/CD4-CXCR4 (a) und Vero CCL81 (b) Zellen (NZ/NP = 1:5) nach 1 h (a1 und b1), 5 h
(a2 und b2) und 24 h (a3 und b3). Die SiO2-Mikropartikel wurden mit einem stabilen ﬂuores-
zierenden Polyelektrolyt markiert (PAH-RITC, rot). Zusätzlich wurde die Zellmembran mittels
WGA-AF350 (blau) und die zellinneren sauren Kompartimente mittels Lysotracker (grün) ange-
färbt. Die Aufnahmen zeigen die Überlagerung der Fluoreszenzaufnahmen der Zellmembran mit
den sauren Zellkompartimenten (links), die Fluoreszenzaufnahme des Polyelektrolyts PAH-RITC
(Mitte) sowie eine Überlagerung aller Fluoreszenzaufnahmen mit der Transmissionsaufnahme
(Rechts). Die Pfeile zeigen auf SiO2-Mikropartikel mit einer starken (gelb) oder geringen (weiß)
Ansäuerung. Die Aufnahmen haben jeweils eine Größe von 52µm x 52µm. Die Abbildung wurde
von Göse et al. adaptiert [180].
jeweiligen Probe durchgeführt und damit der aktuelle Zustand der Probe erfasst. Die Ver-
stärkungen wurden für jede Aufnahme individuell angepasst, so dass die beobachteten
Fluoreszenzintensitäten in unterschiedlichen Aufnahmen nicht absolut miteinander ver-
gleichbar sind.
Polyelektrolytbeschichtete SiO2-Mikropartikel Die Untersuchungen der Prozessierung
von polyelektrolytbeschichteten SiO2-Mikropartikeln erlauben eine spätere Abschätzung
der Auswirkung des assemblierten Supported Lipid Bilayers auf den SiO2-Mikropartikeln.
Abbildung 5.23 zeigt die CLSM-Aufnahmen der Interaktion dieser SiO2-Mikropartikel mit
3T3/CD4-CXCR4 und Vero CCL81 Zellen über einen Zeitraum von 24 h.
Bei Betrachtung der Aufnahmen nach 1 h (Abbildung 5.23 a1) zeigt sich, dass SiO2-
Mikropartikel in das Zellinnere von 3T3/CD4-CXCR4 Zellen aufgenommen wurden und
bereits eine leichte Ansäuerung stattgefunden hat (Lokalisation im Endolysosom). Das
wird durch die Ausbildung eines grünen Ringes um die aufgenommenen SiO2-Mikropartikel
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visualisiert. Dennoch sind auch weiterhin SiO2-Mikropartikel im Extrazellularraum detek-
tierbar, welche zum Teil an der äußeren Zellmembran anhaften.
Im Vergleich dazu zeigt sich bei Vero CCL81 Zellen (Abbildung 5.23 b1) eine deutlich
größere Zahl an SiO2-Mikropartikeln im Extrazellularraum, die hier außerhalb der Beob-
achtungsebene liegen. Diese Ergebnisse stehen in guter Übereinstimmung mit den unter-
schiedlichen Interaktionskinetiken von 3T3/CD4-CXCR4 und Vero CCL81 Zellen (Abbil-
dung 5.19 und 5.22).
Eine Erhöhung der Inkubationsdauer auf 5 h (Abbildung 5.23 a2 und b2) zeigt eine hö-
here Zahl an endolysosomalen SiO2-Mikropartikeln bei beiden Zelllinien. Die Intensität
des Lysotracker -Signals auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche weist bei beiden Zelllinien
innerhalb einer Probe eine Varianz auf, welche bei Vero CCL81 Zellen (Abbildung 5.23
b2) deutlich größer ausfällt (Vergleich weißer und gelber Pfeil). Diese Varianz weist auf
unterschiedliche Aufnahmezeitpunkte hin und bestätigt erneut den Unterschied in der
Interaktionskinetik zwischen beiden Zelllinien. Zusätzlich zu den aufgenommenen SiO2-
Mikropartikeln sind bei beiden Zelllinien weiterhin vereinzelt SiO2-Mikropartikel detek-
tierbar, die sich noch im Extrazellularraum beﬁnden.
Nach 24 h (Abbildung 5.23 a3 und b3) sind alle beobachteten SiO2-Mikropartikel im Zel-
linneren lokalisiert. Die aufgenommenen SiO2-Mikropartikel beﬁnden sich weiterhin im
Endolysosom mit einem unterschiedlichem Grad der Ansäuerung (Vergleich weißer und
gelber Pfeil). Dies demonstriert die bereits festgestellte, langsame Interaktion von Vero
CCL81 (Abbildung 5.22). Bei 3T3/CD4-CXCR4 Zellen hingegen wird ein nahezu gleich-
mäßiges Lysotracker -Signal auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche beobachtet (Vergleich
weißer und gelber Pfeil).
Lipidbeschichtete SiO2-Mikropartikel Lipidbeschichtete SiO2-Mikropartikeln wurden
zunächst als SiO20%- und SiO20,5%-Mikropartikel ohne eine speziﬁsche Antikörperbeschich-
tung untersucht. Um sowohl den Ort der SiO2-Mikropartikel als auch den Zustand der
assemblierten Lipidmembran beobachten zu können, wurde das ﬂuoreszierende Lipid PE-
RITC in die Lipidmembran integriert. Die Interaktion der lipidbeschichteten SiO2-Mikro-
partikel über einen Zeitraum von 1 h und 24 h mit 3T3/CD4-CXCR4 und Vero CCL81
Zellen ist in Abbildung 5.24 dargestellt.
Nach einer Inkubationszeit von 1 h zeigt sich sowohl bei SiO20%- (Abbildung 5.24 a1 und
b1) als auch bei SiO20,5%-Mikropartikeln (Abbildung 5.24 c1 und d1) ein ähnliches Bild
wie bei einer Polyelektrolytbeschichtung (Abbildung 5.23 a1 und b1). Jedoch ist erneut
ein Unterschied zwischen den beiden Zelllinien feststellbar.
Während bei 3T3/CD4-CXCR4 Zellen SiO2-Mikropartikel bereits im Zellinneren detek-
tiert werden (Abbildung 5.24 a1 und c1), sind bei Vero CCL81 Zellen nahezu alle SiO2-
Mikropartikel noch im Extrazellularraum anzutreﬀen (Abbildung 5.24 b1 und d1). Die
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Abbildung 5.24: Prozessierung von SiO20%- (a und b) und SiO20,5%-Mikropartikeln (c und d)
in 3T3/CD4-CXCR4 (a und c) und Vero CCL81 (b und d) Zellen (NZ/NP = 1:5) nach 1 h (a1,
b1, c1 und d1) und 24 h (a2, b2, c2 und d2). Die SiO2-Mikropartikel wurden zusätzlich mit einem
ﬂuoreszierenden Lipid markiert (PE-RITC, rot). Des Weiteren wurde die Zellmembran mittels
WGA-AF350 (blau) und die zellinneren, sauren Kompartimente mittels Lysotracker (grün) ange-
färbt. Die Aufnahmen zeigen die Überlagerung der Fluoreszenzaufnahmen der Zellmembran mit
den sauren Zellkompartimenten (Links), die Fluoreszenzaufnahme des Lipids PE-RITC (Mitte)
sowie eine Überlagerung aller Fluoreszenzaufnahmen mit der Transmissionsaufnahme (Rechts).
Die Pfeile weisen auf SiO2-Mikropartikel mit einer starken (gelb) oder geringen (weiß) Ansäuer-
ung. Zusätzlich zeigen lila Pfeile auf eine inhomogene PE-RITC-Fluoreszenzverteilung auf SiO2-
Mikropartikeln, während orange Pfeile auf PE-RITC im Intrazellularraum deuten. Die Aufnah-




aufgenommenen SiO2-Mikropartikel weisen bei 3T3/CD4-CXCR4 Zellen ein erkennbares
Lysotracker -Fluoreszenzsignal auf. Ein inhomogen verteiltes PE-RITC-Fluoreszenzsignal
auf der Oberﬂäche einiger SiO2-Mikropartikel weist dabei bereits auf Unregelmäßigkeiten
in der assemblierten Lipidmembran hin (lila Pfeil). Das deutet darauf hin, dass sowohl
SiO20%- als auch SiO20,5%-Mikropartikel vollständig von den Zellen aufgenommen wer-
den, wobei die ursprünglich homogene Lipidmembranstruktur nicht zwangsläuﬁg erhalten
bleibt.
Nach einer Inkubationszeit von 24 h (Abbildung 5.24 a2, b2, c2 und d2) zeigt sich bei
SiO20%-Mikropartikeln in Interaktion mit 3T3/CD4-CXCR4 Zellen (Abbildung 5.24 a2)
eine deutliche De-Assemblierung der Lipidmembran. Dabei weisen die aufgenommenen
SiO2-Mikropartikel nur noch eine schwache oder nicht mehr detektierbare PE-RITC-
Fluoreszenz auf. Zusätzlich werden Fragmente der Lipidmembran im Zellinneren detektiert
(oranger Pfeil). Die Ursache für dieses Verhalten liegt in dem Recycling von Lysosomen.
Im Endolysosom beﬁndliche Objekte, wie bioabbaubare Moleküle, unterliegen einer De-
Assemblierung, die durch lysosomale Enzyme ausgelöst wird. Im Anschluss werden Lyso-
somen vom Endolysosm abgeschnürt (Recycling), die diese abgebauten Moleküle enthalten
können [189].
Bei SiO20,5%-Mikropartikeln (Abbildung 5.24 c2) wird dagegen keine eindeutige De-Assem-
blierung der Lipidmembran beobachtet, wobei dennoch Inhomogenitäten in der assemblier-
ten Lipidmembran auftreten (lila Pfeil). Jedoch ist bei beiden Präparationen zu beobach-
ten, dass alle aufgenommenen SiO2-Mikropartikel eine deutliches Lysotracker -Fluoreszenz-
signal aufweisen und demnach im Endolysosm lokalisiert sind.
Bei Vero CCL81 Zellen (Abbildung 5.24 b2 und d2) wird nach 24 h ebenfalls eine Aufnahme
von sowohl SiO20%- als auch SiO20,5%-Mikropartikeln und eine entsprechende Ansäuerung
visualisiert. Dabei weisen die aufgenommenen SiO2-Mikropartikel weiterhin ein PE-RITC-
Fluoreszenzsignal auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche auf, welches eine teilweise inhomo-
gene Verteilung besitzt (lila Pfeil). Ähnlich wie bei 3T3/CD4-CXCR4 Zellen werden auch
hier Fragmente der assemblierten Lipidmembran im Zellinneren (oranger Pfeil) und somit
eine De-Assemblierung der Lipidmembran und ein anschließendes Recycling der Lysoso-
men detektiert.
Zusammenfassend zeigen die Aufnahmen, dass SiO20%-und SiO20,5%-Mikropartikel ohne
Antikörper-Beschichtung in ähnlicher Weise wie polyelektrolytbeschichtete SiO2-Mikropar-
tikel von 3T3/CD4-CXCR4 und Vero CCL81 Zellen aufgenommen werden. Direkt nach der
Aufnahme ist die assemblierte Lipidmembran weiterhin auf der SiO2-Mikropartikelober-
ﬂäche lokalisiert und erscheint weitestgehend intakt.
Während bei 3T3/CD4-CXCR4 innerhalb weniger Stunden eine Ansäuerung der aufge-
nommenen SiO2-Mikropartikel, d.h. Lokalisation im Endolysosom, stattﬁndet, kann ein
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solches Verhalten bei Vero CCL81 Zellen erst deutlich später beobachtet werden. Dies
steht in guter Übereinstimmung mit den unterschiedlichen Interaktionskinetiken der bei-
den Zelllinien (Abbildung 5.16).
Jedoch zeigt sich in allen Fällen, dass mit zunehmender Inkubationsdauer eine De-Assem-
blierung der Lipidmembran stattﬁndet. Dabei werden aufgrund des Recyclings Fragmente
der de-assemblierten Lipidmembran im Intrazellularraum beobachtet [189].
Diese zeitabhängige De-Assemblierung der Lipidmembran in Abhängigkeit der verwende-
ten Zelllinie wurde in der Literatur so noch nicht beschrieben. Von Qi et al. [59] wurde
nach einer festen Inkubationsdauer lediglich die Aufnahme der Mikropartikel mit stabiler
assemblierte Lipidmembran gezeigt. Diese Ergebnisse stimmen mit der hier vorgestellten
1 h Untersuchung an 3T3/CD4-CXCR4 und Vero CCL81 Zellen überein.
Danach erfolgte die Untersuchung über die Auswirkung einer speziﬁschen Antikörper-
beschichtung gegen einen exprimierten Oberﬂächenrezeptor auf die intrazelluläre SiO2-
Mikropartikelprozessierung. Dabei wurden die eingesetzten SiO2-Mikropartikel entspre-
chend der adressierten Zelllinie mit Antikörpern gegen CXCR4 (bei 3T3/CD4-CXCR4
Zellen) oder gegen CD155 (bei Vero CCL81 Zellen) funktionalisiert. Die vorangegangen
Untersuchungen haben gezeigt, dass bei kurzen (1 h) Inkubationszeiten ein Unterschied
zwischen den beiden Zelllinien existieren, während bei langen Inkubationszeiten (24 h)
beide Zelllinien eine De-Assemblierung der Lipidmembran aufweisen. Daher wurde in den
folgenden Untersuchungen der Fokus ebenfalls auf diese Inkubationszeiten gelegt. Die ent-
sprechenden CLSM-Aufnahmen sind in Abbildung 5.25 dargestellt.
Abbildung 5.25 a1 zeigt nach 1 h bereits SiO2-Mikropartikel im Inneren von 3T3/CD4-
CXCR4 Zellen. Ähnlich wie bei SiO20%- und SiO20,5%-Mikropartikeln weisen sie ebenfalls
ein PE-RITC-Fluoreszenzsignal auf, welches nur noch teilweise eine homogene Verteilung
besitzt (Inhomogenitäten: lila Pfeil). Nach 1 h ist auch bereits eine Ansäuerung der SiO2-
Mikropartikel, d.h. deren Lokalisation im Endolysosom, detektierbar.
Vero CCL81 Zellen (Abbildung 5.25 b1) nehmen nach 1 h ebenfalls SiO2-Mikropartikel auf.
Hierbei zeigt der Vergleich mit SiO20,5%-Mikropartikeln ohne Antikörperfunktionalisierung
(Abbildung 5.24 d1) eine beschleunigte Interaktion. Das PE-RITC-Fluoreszenzsignal auf
ihrer Oberﬂäche besitzt ähnlich wie bei 3T3/CD4-CXCR4 Zellen nur noch teilweise ei-
ne homogene Verteilung (Inhomogenitäten: lila Pfeil). Dennoch zeigt sich, dass nach der
kurzen Inkubationszeit noch keine Ansäuerung der aufgenommenen SiO2-Mikropartikel
stattgefunden hat.
Nach einer Inkubationszeit von 24 h (Abbildung 5.25 a2 und b2) sind sowohl bei 3T3/CD4-
CXCR4 als auch bei Vero CCL81 Zellen alle beobachteten Antikörper-funktionalisierten
SiO2-Mikropartikel im Zellinneren anzutreﬀen. Erwartungsgemäß wird bei allen SiO2-
Mikropartikeln eine deutliche Ansäuerung, d.h. Lokalisation im Endolysosom, beobachtet.
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Abbildung 5.25: Prozessierung von SiO20,5%-Mikropartikeln mit terminaler Antikörperbe-
schichtung gegen CXCR4 (a) bzw. CD155 (b) in 3T3/CD4-CXCR4 (a) und Vero CCL81 (b) Zellen
(NZ/NP = 1:5) nach 1 h (a1 und b1) und 24 h (a2 und b2). Die SiO2-Mikropartikel wurden mit
einem ﬂuoreszierenden Lipid markiert (PE-RITC, rot). Zusätzlich wurde die Zellmembran mittels
WGA-AF350 (blau) und die zellinneren, sauren Kompartimente mittels Lysotracker (grün) ange-
färbt. Die Aufnahmen zeigen die Überlagerung der Fluoreszenzaufnahmen der Zellmembran mit
den sauren Zellkompartimenten (Links), die Fluoreszenzaufnahme des Lipids PE-RITC (Mitte)
sowie eine Überlagerung aller Fluoreszenzaufnahmen mit der Transmissionsaufnahme (Rechts).
Die Pfeile weisen auf eine inhomogene PE-RITC-Fluoreszenzverteilung auf SiO2-Mikropartikeln
(lila) bzw. auf PE-RITC im Intrazellularraum (orange). Zusätzlich deuten weiße Pfeile auf SiO2-
Mikropartikel mit einer sehr geringen PE-RITC-Fluoreszenzintensität, während gelbe Pfeile auf
SiO2-Mikropartikel mit einer hohen PE-RITC-Fluoreszenzintensität hinweisen. Die Aufnahmen
haben eine Größe von 52µm x 52µm. Die Abbildung wurde von Göse et al. adaptiert [180].
Bei 3T3/CD4-CXCR4 Zellen (Abbildung 5.25 a2) zeigt sich eine geringe PE-RITC-Fluores-
zenzintensität auf der Oberﬂäche aller SiO2-Mikropartikel. Zusätzlich sind Fragmente der
assemblierten Lipidmembran im Intrazellularraum zu beobachten (oranger Pfeil). Dies deu-
tet ähnlich wie bei SiO20%- und SiO20,5%-Mikropartikeln auf eine aktive De-Assemblierung
der Lipidmembran und ein Recycling hin.
Vero CCL81 Zellen (Abbildung 5.25 b2) zeigen ein ähnliches Verhalten wie 3T3/CD4-
CXCR4 Zellen. Die PE-RITC-Fluoreszenzintensität der einzelnen SiO2-Mikropartikel weist
jedoch innerhalb der Probe eine starke Varianz auf. Dabei werden sowohl SiO2-Mikro-
partikel mit einer homogenen PE-RITC-Fluoreszenzverteilung (gelber Pfeil) als auch ohne
PE-RITC-Fluoreszenzsignal (weißer Pfeil) visualisiert. Dies deutet darauf hin, dass durch
eine Antikörperbeschichtung die Interaktionsrate zwar gesteigert wird, die generelle Auf-
nahme und Prozessierung aber ähnlich wie bei SiO2-Mikropartikeln ohne Antikörperfunk-
tionalisierung (Abbildung 5.24) zeitlich verzögert stattﬁndet. Dennoch wird auch hier eine
aktive De-Assemblierung der Lipidmembran beobachtet, wobei Fragmente der Lipidmem-
bran im Intrazellularraum detektiert werden (oranger Pfeil).
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Die Untersuchungen über die intrazelluläre SiO2-Mikropartikel-Prozessierung zeigen,
dass polyelektrolytbeschichtete und lipidbeschichtete SiO2-Mikropartikel sowohl von 3T3/
CD4-CXCR4 als auch von Vero CCL81 Zellen endozytiert werden. Dabei wurde bei den
verwendeten lipidbeschichteten SiO2-Mikropartikel (SiO20%, SiO20,5% und SiO20,5% mit
terminaler Antikörperbeschichtung) festgestellt, dass unabhängig von der Oberﬂächenbe-
schichtung ein ähnlicher Verlauf der Prozessierung stattﬁndet. In allen Fällen zeigt sich,
dass die SiO2-Mikropartikel mit der assemblierten Lipidmembran aufgenommen werden,
eine Ansäuerung der SiO2-Mikropartikel im Endolysosom auftritt und aufgrund des nied-
rigen pH-Wertes sowie der aktiven Enzyme eine De-Assemblierung der Lipidmembran
stattﬁndet. Die so abgebauten Lipidmembranbestandteile werden anschließend im Intra-
zellularraum beobachtet. Da größtenteils eine Korrelation mit Lysosomen festgestellt wird,
kann diese Verhalten auf das Recycling von Lysosomen zurückgeführt werden [189].
Der Vergleich mit der Prozessierung von aus der Literatur bekannter liposomaler Trans-
portsystemen zeigt, dass diese Liposomen ebenfalls endozytiert werden können und an-
schließend eine De-Assemblierung der Lipidmembran stattﬁndet [190]. Aufgrund der ge-
ringen Größe der Liposomen (mehrere 10 nm) wurde jedoch keine Abschnürung von Lyso-
somen nach erfolgreicher De-Assemblierung beobachtet. Untersuchungen von Qi et al. [59]
mit einem vergleichbaren Mikropartikelsystem zeigen ebenfalls keine De-Assemblierung
der Lipidmembran.
Jedoch stellt die De-Assemblierung einen deutlichen Vorteil bei der biomedizinischen An-
wendung des vorgestellten Transportsystems dar. Eine zeitnahe De-Assemblierung der
Lipidmembran legt die unterliegenden Polyelektrolytstrukturen frei und erlaubt eine an-
schließende Freisetzung von dort integrierten Wirkstoﬀen. Dabei beeinﬂusst die assemb-
lierte Lipidmembran nicht die intrazelluläre Freisetzung, sondern ermöglicht ausschließlich
eine speziﬁsche und beschleunigte Interaktion mit den adressierten Zellen.
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6.1 Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wurde ein neues Transportsystem vorgestellt, welches die Vor-
teile von lipidbasierten und polymerbasierten Transportsystemen vereint. Ausgehend von
Layer-by-Layer -beschichteten kolloidalen SiO2-Mikropartikeln lag der Fokus auf der As-
semblierung eines funktionellen Supported Lipid Bilayers, der Untersuchung der Homoge-
nität und Regularität des assemblierten Supported Lipid Bilayers, der Funktionalisierung
des Transportsystems mit Antikörpern, sowie der Interaktion des Transportsystems mit
Zellen.
1) Assemblierung einer homogenen und regulären Lipidmembran auf LbL-
beschichteten Mikropartikeln
Die Untersuchungen haben gezeigt, dass mit PRM und DXS beschichtete SiO2-Mikro-
partikel eine gute Grundlage für die Assemblierung einer Lipidmembran aus POPS und
POPC im molaren Verhältnis 1:1 darstellen. Ein wichtiger Parameter stellt die Ladung der
Mikropartikeloberﬂäche dar, um eine Interaktion mit gegensätzlich geladenen Liposomen
und die anschließende Formierung einer Lipidmembran auszulösen. Bereits mit suboptima-
len Beschichtungsparametern kann eine Lipidmembran erzeugt werden, die eine scheinbar
homogene Verteilung auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche aufweist. In dieser Arbeit wur-
de jedoch gezeigt, dass das verwendete AL/AM-Verhältnis die Menge an assemblierten
Lipidmolekülen und die resultierende Lipidmembranhomogenität stark beeinﬂusst:
Ein geringes AL/AM-Verhältnis führt zu einer hohen Menge an assemblierten Lipid-Molekü-
len, während bei einem hohen AL/AM-Verhältnis eine deutlich geringere Menge assembliert
wird. Bei beiden AL/AM-Verhältnissen liegt jedoch eine unterschiedliche Zeitspanne bis
zum Erreichen eines Gleichgewichtszustandes vor. Dabei wird bei einem geringen AL/AM-
Verhältnis der Gleichgewichtszustand bereits nach kurzer Zeit erreicht, während ein hohes
Verhältnis eine deutlich längere Dauer aufweist.
Die Homogenität der assemblierten Lipidmembran weist ebenfalls Unterschiede bezüglich
des verwendeten AL/AM-Verhältnisses auf. Während bei der Interaktion mit dem Mo-
dellprotein Rinderserumalbumin (BSA, MG = 68 kDa) konstante Ergebnisse beobachtet
wurden, zeigte die Untersuchungen im Größenbereich von wenigen Nanometern signiﬁ-
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kante Diﬀerenzen. Aufgrund der verschiedenen Mengen an assemblierten Lipid-Molekülen
treten bei einem hohem AL/AM-Verhältnis Inhomogenitäten im Größenbereich von 1-2 nm
auf, welche bei einer biomedizinischen Anwendung zu einer Veränderung der Oberﬂächen-
eigenschaften des Transportsystems führen können.
Dementsprechend muss bei Verwendung eines Supported Lipid Bilayers auf einem LbL-
Transportsystem notwendigerweise eine Optimierung der Beschichtungsbedingungen (In-
kubationsdauer, AL/AM-Verhältnis,...) der Lipidmembran erfolgen, um Inhomogenitäten
in der Lipidmembran zu vermeiden. In den hier vorgestellten Untersuchungen ergab sich
beispielsweise bei der verwendeten Lipidmischung aus POPS und POPC im molaren Ver-
hältnis 1:1 ein optimales AL/AM-Verhältnis von 80:1.
2) Störungsfreie Integration einer speziﬁschen Bindungsstelle in die assemb-
lierte Lipidmembran, an die verschiedene funktionelle Moleküle wie Antikör-
per, zellpenetrierende Peptide oder speziﬁsche Wirkstoﬀe binden können
Für die Integration einer speziﬁschen Bindungsstelle in die assemblierte Lipidmembran
wurde das Lipid PE-PEG-Biotin verwendet, wobei Biotin die speziﬁsche Bindungsstel-
le für ein variables funktionelles Molekül darstellt. Bereits bei der Untersuchung des
Zetapotentials entsprechender Liposomen wurde festgestellt, dass die Konzentration an
PE-PEG-Biotin das Zetapotential erheblich beeinﬂusst. So führen hohe PE-PEG-Biotin-
Konzentrationen zu nahezu neutral geladenen Liposomen, während bei geringen Konzen-
tration ein negatives Zetapotential gemessen wurde. Da der erste Schritt der Assemblierung
einer Lipidmembran in der elektrostatisch vermittelten Interaktion der Liposomen mit der
Mikropartikeloberﬂäche besteht, resultiert dieser Ladungsunterschied in einer unterschied-
lichen Ausbildung der Lipidmembran. Eine hohe Konzentration von 10mol% PE-PEG-
Biotin führt dabei zu einer deutlich geringeren Menge an assemblierten Lipidmolekülen
und zur Ausbildung von Inhomogenitäten in der Lipidmembran mit einer Ausdehnung
von mehreren 10 nm. Das zeigt sich sowohl durch eine erhöhte Durchdringung der Lipid-
membran mit dem Modellprotein BSA (MG = 68 kDa) als auch mit dem kleinen Repor-
termolekül Trypanblau (TB, MG = 961Da). Im Vergleich dazu wurde bei einer geringen
PE-PEG-Biotin-Konzentration von 0,5mol% eine homogene Lipidmembran assembliert,
welche keine erhöhte Durchdringung mit BSA und TB aufweist und somit auf eine homo-
gene und dichte Lipidmembran schließen lässt.
Zusätzlich wurde festgestellt, dass das verwendete AL/AM-Verhältnis keinen Einﬂuss auf
die Menge an assemblierten Lipidmolekülen besitzt. Verantwortlich für dieses Verhalten
ist das integrierte funktionelle Lipid PE-PEG-Biotin, welches das Erreichen des Gleichge-
wichtszustandes verzögert. Das verwendete AL/AM-Verhältnis hat allerdings Auswirkun-
gen auf die Struktur der ausgebildeten Lipidmembran. Ähnlich wie bei der Assemblierung
einer unfunktionellen Lipidmembran führt ein hohes AL/AM-Verhältnis zur Ausbildung
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kleinerer Unregelmäßigkeiten mit einer Ausdehnung von wenigen Nanometern.
Lediglich die Verwendung einer geringen Konzentration an PE-PEG-Biotin (0,5mol%) und
eines geringen AL/AM-Verhältnis (80:1) führt zu einer homogenen funktionellen Lipidmem-
bran. Das demonstriert erneut, dass die Inkubationsbedingungen bei der Assemblierung
eines Supported Lipid Bilayers präzise untersucht und an die verwendeten Polyelektrolyte
sowie die Lipidkomposition angepasst werden müssen, um ein optimales Transportsystem
zu erzeugen.
3) Speziﬁsche Bindung von funktionellen Molekülen an die integrierte Bin-
dungsstelle
An die integrierte speziﬁsche Bindungsstelle Biotin kann über den Bindungspartner Strep-
tavidin ein biotinyliertes funktionelles Molekül gebunden werden. Prinzipiell stehen hierfür
vier Bindungsstellen des Streptavidin zur Verfügung. Die vorgestellten Untersuchungen zei-
gen, dass sowohl bei geringen als auch bei hohen PE-PEG-Biotin-Konzentrationen Strepta-
vidin speziﬁsch auf der Mikropartikeloberﬂäche bindet. Erwartungsgemäß führt eine hohe
PE-PEG-Biotin-Konzentration von 10mol% zu einer höheren Menge an gebundenen Strep-
tavidin als bei 0,5mol%. Während bei dieser geringen Konzentration aber eine homogene,
uniforme Streptavidin-Bindung beobachtet wurde, weist die Verteilung der Streptavidin-
Bindung bei einer hohen PE-PEG-Biotin-Konzentration ein irreguläres Verteilungsmuster
auf. Dieses Verhalten resultiert zu einen aus der inhomogenen Lipidmembranstruktur, als
auch aus der Bindung von Streptavidin an mehrere PE-PEG-Biotin-Moleküle.
Bei der anschließenden Funktionalisierung der Mikropartikeloberﬂäche mit einem biotiny-
lierten Antikörper wurde ein ähnliches Verhalten beobachtet. Lediglich bei einer geringen
PE-PEG-Biotin-Konzentration wurde eine homogene speziﬁsche Antikörper-Bindung er-
reicht, während eine hohe PE-PEG-Biotin-Konzentration in einer breiten Verteilung der
Bindungsmenge an Antikörpern resultierte.
Somit zeigt auch die terminale Oberﬂächenfunktionalisierung des Transportsystems mit
Antikörpern, dass eine homogene Lipidmembran und eine geringe Konzentration des funk-
tionellen Lipids PE-PEG-Biotin notwendig sind, um ausschließlich eine speziﬁsche Bindung
und genau deﬁnierte Oberﬂächeneigenschaften zu erhalten.
4) Verhalten des funktionalisierten Transportsystems in Interaktion mit Zel-
len
Das optimal funktionalisierte Transportsystem (0,5mol% PE-PEG-Biotin, AL/AM = 80:1)
wurde in der Anwendung mit zwei verschiedenen Zelllinien (3T3/CD4-CXCR4 und Vero
CCL81) unter physiologischen Bedingungen getestet. Vergleichbare Transportsysteme er-
fahren häuﬁg vor der Verwendung in Zellsystemen eine Absättigung unspeziﬁscher Bin-
dungsstellen und eine Inkubation unter nicht-physiologischen Bedingungen.
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Die speziﬁsche Adressierung eines exprimierten Oberﬂächenrezeptors führt zu einer si-
gniﬁkant erhöhten Interaktionsrate und zu einer beschleunigten Interaktionskinetik, un-
abhängig von der verwendeten Zelllinie. Im Vergleich mit aus der Literatur bekannten
Systemen, welche entweder eine unspeziﬁsche Antikörperassemblierung auf polyelektro-
lytbeschichteten Mikropartikeln oder eine unoptimierte Lipidmembran mit einer hohen
Menge an gebunden Antikörpern (10mol% PE-PEG-Biotin) beschreiben, zeigt sich eine
signiﬁkante Verbesserung des hier vorgestellten Transportsystems. Dies ist insbesondere
von Bedeutung, da beide bereits beschriebenen Transportsysteme eine deutlich höhere
Menge an oberﬂächengebundenen Antikörpern aufweisen.
Dementsprechend zeigen die Untersuchungen, dass das optimierte Transportsystem eﬀek-
tiv für die speziﬁsche Adressierung von unterschiedlichen Zellen angepasst werden kann.
5) Intrazelluläre Beeinﬂussung des Transportsystems nach Aufnahme durch
Zellen
CLSM-Untersuchungen über die intrazelluläre Prozessierung der lipidbeschichteten SiO2-
Mikropartikel zeigen, dass diese von den Zellen erfolgreich endozytiert werden. Dabei
wird das vollständige Transportsystem aufgenommen. Dieser Prozess wurde bei beiden
untersuchten Zelllinien (3T3/CD4-CXCR4 und Vero CCL81) und unabhängig von der
terminalen Oberﬂächenbeschichtung beobachtet. Im Zellinneren wurde eine zeitabhängige
Ansäuerung der endozytierten SiO2-Mikropartikel festgestellt, was auf eine Lokalisati-
on der SiO2-Mikropartikel im Endolysosom schließen lässt. Auf Grund der im Endoly-
sosom beﬁndlichen Lipasen und Proteasen erfolgt unter dem saurem pH-Wert eine De-
Assemblierung des Supported Lipid Bilayers. Im Anschluss kommt es zu einem Recycling
von Lysosomen, welche Fragmente der de-assemblierten Lipidmembran vom Endolysosom
wegtransportieren.
Der Abbau der assemblierten Lipidmembran nach zellulärer Aufnahme stellt eine weite-
ren Vorteil des optimierten Transportsystems dar. Dessen Ziel besteht in einem eﬀektiven
adressierten Transport eines deﬁnierten Wirkstoﬀes. Dieser wird durch die assemblierte
Lipidmembran im Extrazellularraum abgeschirmt und zusätzlich stabilisiert. Im Intrazel-
lularraum sind diese Eigenschaften jedoch hinderlich, da hier eine Freisetzung des Wirkstof-
fes gewünscht ist. Durch die De-Assemblierung der Lipidmembran kann diese Freisetzung




Abbildung 6.1: CLSM Aufnahmen von SiO20%- (a1 und b1), SiO20,5%- (a2 und b2) und
SiO20,5%-Mikropartikeln mit terminaler Antikörperbeschichtung gegen CXCR4 (a3) bzw. CD155
(b3) nach einer Inkubationszeit von 24 h mit 3T3/CD4-CXCR4 (a) und Vero CCL81 (b) Zel-
len (NZ/NP = 1:5). Die SiO2-Mikropartikel wurden mit einem ﬂuoreszierenden Lipid markiert
(PE-RITC, rot). Zusätzlich wurde die Zellmembran mittels WGA-AF350 (blau) angefärbt. Die
Aufnahmen zeigen jeweils die Überlagerung der Fluoreszenzaufnahme der Zellmembran mit der
Fluoreszenzaufnahme des Lipids PE-RITC (Oben) sowie eine Überlagerung beider Fluoreszenz-




Neben der eﬀektiven Aufnahme von lipidbeschichteten SiO2-Mikropartikeln ist auch die ge-
nerelle intra- und extrazelluläre Prozessierung im Vergleich zu polyelektrolytbeschichteten
SiO2-Mikropartikeln interessant, um die Interaktion lipidbeschichteter SiO2-Mikropartikel
mit Zellen besser verstehen zu können.
Während intrazellulär die assemblierte Lipidmembran sukzessive abgebaut wird, zeigen
erste Untersuchungen von SiO2-Mikropartikeln im Extrazellularraum (Abbildung 6.1),
dass auch hier bestimmte Prozesse stattﬁnden, welche die Oberﬂäche der SiO2-Mikropartikel
beeinﬂussen. Diese Prozesse genauer zu verstehen wird Aufgabe zukünftiger Untersuchun-
gen an diesem System sein, da die Stabilität des Transportsystems und entsprechend die
Stabilität des transportierten Wirkstoﬀes essentiell für eine eﬀektive Applikation sind.
Die CLSM-Aufnahmen in Abbildung 6.1 zeigen SiO20%- (a1 und b1), SiO20,5%- (a2 und
b2) sowie SiO20,5%-Mikropartikel mit terminaler Antikörperbeschichtung (a3 und b3) in
Interaktion mit 3T3/CD4-CXCR4 (a) und Vero CCL81 (b) Zellen. Es ist zu erkennen,
dass die jeweils erst nach Beendigung des Inkubationszeitraums von 24 h durchgeführte
Färbung mit WGA-AF350 sowohl die Zellmembran als auch teilweise die Oberﬂäche der
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SiO2-Mikropartikel beeinﬂusst hat. Während auf der Zelloberﬂäche der speziﬁsche WGA-
Bindungspartner (Sialinsäuren) angesprochen wird, stellt sich die Frage nach der Ursache
der Färbung der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche. Zusätzlich wird hier nicht nur eine Färbung
mit WGA-AF350 sondern gleichzeitig auch eine Reduktion der ursprünglichen PE-RITC-
Fluoreszenzintensität detektiert. Diese Ausprägung reicht von einer irregulären Verteilung
auf der SiO2-Mikropartikeloberﬂäche (Abbildung 6.1 b) bis hin zu einem vollständig ver-
schwundenen PE-RITC-Fluoreszenzsignal (Abbildung 6.1 a).
Kontrolluntersuchungen der WGA-AF350Interaktion mit SiO2-Mikropartikeln ohne Zellin-
teraktion zeigen, dass WGA nur geringfügig an polyelektrolytbeschichtete und nicht an
lipidbeschichtete SiO2-Mikropartikel bindet. Während die Bindung im ersten Fall auf die
unspeziﬁsche Interaktion mit einer positiv geladenen SiO2-Mikropartikeloberﬂäche beruht,
kann die fehlende Bindung im zweiten Fall auf eine nur sehr geringe unspeziﬁsche Inter-
aktion mit der assemblierten Lipidmembran zurückgeführt werden. Da jedoch im SiO2-
Mikropartikel/Zell-System eine deutlich höhere WGA-AF350-Fluoreszenzintensität als bei
den Kontrollen detektiert wird, muss ein Transfer der speziﬁschen WGA-Bindungsstelle
(Sialinsäuren) von der Zellmembran auf die Oberﬂäche der lipidbeschichteten SiO2-Mikro-
partikel stattgefunden haben. Dieser Vorgang kann prinzipiell auf zwei Arten geschehen:
a) Es erfolgt eine Anlagerung der lipidbeschichteten SiO2-Mikropartikel an der Zell-
membran, wobei es jedoch nicht zu einer Endozytose kommt. Während dieser Inter-
aktion kommt es zu einem Komponentenaustausch zwischen der Zellmembran und
der auf den SiO2-Mikropartikeln assemblierten Lipidmembran. Dabei transferieren
speziﬁsche WGA-Bindungsstellen in die assemblierte Lipidmembran und PE-RITC-
Moleküle in die Zellmembran. Nach einer bestimmten Wechselwirkungszeit gelangt
das SiO2-Mikropartikel wieder von der Zellmembran in den Extrazellularraum (Ab-
bildung 6.2) [191193].
b) Das lipidbeschichtete SiO2-Mikropartikel lagert sich an der Zellmembran an, wird
von der Zelle endozytiert und gelangt anschließend ins Endolysosom. In diesem er-
folgt ein Umbau der assemblierten Lipidmembran. Im Anschluss wird das SiO2-
Mikropartikel von der Zelle exozytiert und erhält dabei eine Lipidmembran aus Be-
standteilen der Zellmembran (Abbildung 6.3).
Die zeitabhängige Entwicklung der PE-RITC-Fluoreszenzintensität von SiO2-Mikropar-
tikeln im Extrazellularraum liefert dabei bereits Indizien für eine Unterscheidung der bei-
den Prozessierungswege. Es wird erwartet, dass im Falle a) durch einen kontinuierlichen
Austausch der Lipidmembranbestandteile von Zellmembran und Supported Lipid Bilayer
eine stetige Reduzierung der PE-RITC-Fluoreszenzintensität erfolgt, die sofort nach Appli-
kation der SiO2-Mikropartikel einsetzt. Im Gegensatz dazu wird im Falle b) eine zeitverzö-




Abbildung 6.2: Schematische Darstellung eines möglichen Interaktionsprozesses von lipidbe-
schichteten SiO2-Mikropartikeln mit einer Zellmembran. Das SiO2-Mikropartikel lagert sich an
die Zellmembran an (1), wobei es zu einer teilweisen Verschmelzung von der Lipidmembran des
SiO2-Mikropartikel und der Zellmembran kommt. Dabei kommt es zu einem Austausch von Mem-
brankomponenten in beide Richtungen. Im Anschluss löst sich das SiO2-Mikropartikel von der
Zellmembran und wird in den Extrazellularraum freigesetzt (2).
zunächst endozytiert, prozessiert und anschließend exozytiert werden müssen.
Aus diesem Grund wurden durchﬂusszytometrische Untersuchungen der PE-RITC-Fluo-
reszenzintensität von SiO2-Mikropartikeln im Extrazellularraum durchgeführt. In Abbil-
dung 6.4 ist beispielhaft die normierte PE-RITC-Fluoreszenzintensität von lipidbeschich-
teten SiO2-Mikropartikeln über einen Inkubationszeitraum von 24 h sowohl mit 3T3/CD4-
CXCR4 als auch mit Vero CCL81 Zellen dargestellt.
Bei Betrachtung der SiO2-Mikropartikel im Überstand von 3T3/CD4-CXCR4 Zellen
(Abbildung 6.4 a) fällt auf, dass nahezu unabhängig von der Oberﬂächenbeschichtung
eine kontinuierliche Reduzierung der PE-RITC-Fluoreszenzintensität mit zunehmender
Inkubationsdauer beobachtet wird. Diese setzt bereits kurz nach Applikation der SiO2-
Mikropartikel ein. Dabei reduziert sich die detektierte Fluoreszenzintensität stetig über
einen Zeitraum von 7 h auf Werte von 16% (SiO20%), 24% (SiO20,5%) und 41% (SiO20,5%
+ ABCXCR4). Eine Erhöhung der Inkubationsdauer auf 24 h führt dazu, dass nur noch ein
PE-RITC-Fluoreszenzsignal von weniger als 10% im Vergleich zur Ursprungsintensität
detektiert wird. Die verbleibende PE-RITC-Fluoreszenzintensität entspricht nahezu der
von nicht-ﬂuoreszierenden SiO2-Mikropartikeln. SiO20,5%-Mikropartikel (Kontrolle) mit
terminaler Antikörperbeschichtung, die im gleichen Zeitintervall ausschließlich in Medium
(DMEM+ 2% FKS) inkubiert wurden, haben eine stabile PE-RITC-Fluoreszenzintensität.
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Abbildung 6.3: Schematische Darstellung eines möglichen Interaktionsprozesses von lipidbe-
schichteten SiO2-Mikropartikeln mit einer Zellmembran. Das SiO2-Mikropartikel wird nach An-
lagerung auf der Zellmembran von der Zelle endozytiert (1-2). Dabei kommt es entweder zur
Ausbildung einer Doppellipidmembran (1a-2a) oder zu einer Verschmelzung der Lipidmembran
der SiO2-Mikropartikel mit der Zellmembran (1b-2b). Im Zellinneren gelangt das endozytierte
SiO2-Mikropartikel ins Endolysosom und es kommt zu einem Abbau der assemblierten Lipid-
membran (3). Im Anschluss wird das SiO2-Mikropartikel von der Zelle in den Extrazellularraum





Abbildung 6.4: Normierte PE-RITC-Fluoreszenzintensität von SiO2-Mikropartikeln im Über-
stand von a) 3T3/CD4-CXCR4 und b) Vero CCL81 Zellen (NZ/NP = 1:5) über eine Inkubations-
dauer von 24 h. Dabei wurden SiO20% (0mol% PE-PEG-Biotin), SiO20,5% (0,5mol% PE-PEG-
Biotin) und SiO20,5% mit terminaler Antikörperbeschichtung gegen CXCR4 (a) bzw. CD155 (b)
(0,5mol% PE-PEG-Biotin + ABCXCR4 bzw. ABCD155) untersucht. Zusätzlich ist als Kontroll-
untersuchung die normierte PE-RITC-Fluoreszenzintensität von SiO20,5% mit terminaler Anti-
körperbeschichtung gegen CXCR4 (a, Kontrolle) bzw. CD155 (b, Kontrolle) ohne Zellinteraktion
dargestellt.
Dies deutet darauf hin, dass das beobachtete Verhalten auf eine Interaktion der SiO2-
Mikropartikel mit den 3T3/CD4-CXCR4 Zellen zurückzuführen ist.
Auch bei Vero CCL81 Zellen (Abbildung 6.4 b) wird ein gradueller Abfall der PE-RITC-
Fluoreszenzintensität detektiert, welcher aber im Vergleich zu 3T3/CD4-CXCR4 Zellen
deutlich geringer ausfällt. Dennoch ist erkennbar, dass die Fluoreszenzabnahme nahezu
direkt nach Applikation der SiO2-Mikropartikel und unabhängig von der terminalen SiO2-
Mikropartikeloberﬂäche auftritt. Nach einer Inkubationszeit von 7 h wird ein verbleiben-
des PE-RITC-Fluoreszenzsignal von 65% (SiO20%), 87% (SiO20,5%) und 68% (SiO20,5%
+ ABCD155) detektiert. Bei Betrachtung der Fluoreszenzintensität nach 24 h ergibt sich
eine weitere Reduzierung des detektierten Signals auf ungefähr 28%. Auch hier zeigt
der Vergleich mit der stabilen PE-RITC-Fluoreszenzintensität der oben beschriebenen
Kontroll-SiO20,5%-Mikropartikel (Kontrolle), dass die beobachtete Reduzierung des PE-
RITC-Fluoreszenzsignals auf eine Interaktion der SiO2-Mikropartikel mit den Vero CCL81
Zellen zurückzuführen ist.
Die sofort auftretende, graduell fortschreitende Abnahme der PE-RITC-Fluoreszenzinten-
sität und die geringfügige WGA-AF350-Färbung von SiO2-Mikropartikeln ohne Lipidmem-
bran weisen auf den Fall a) hin (Abbildung 6.2). Dabei ﬁndet ein permanenter Austausch
von Komponenten der beiden Lipidmembranen (Supported Lipid Bilayer auf den SiO2-
Mikropartikeln und Zellmembran) statt, wobei sich die SiO2-Mikropartikel ausschließlich
im Extrazellularraum beﬁnden.
Zusätzlich bestätigen die Untersuchungen den bereits früher beobachteten Unterschied in
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der Interaktionsrate und Interaktionskinetik zwischen 3T3/CD4-CXCR4 und Vero CCL81
Zellen, wobei 3T3/CD4-CXCR4 Zellen eine deutlich höhere und schnellere Interaktion mit
den SiO2-Mikropartikeln aufweisen. Jedoch kann aufgrund der durchgeführten Untersu-
chungen eine mögliche Prozessierung der SiO2-Mikropartikel mit anschließender Exozytose
(Fall b, Abbildung 6.3) nicht vollständig ausgeschlossen werden.
Die durchgeführten Untersuchungen geben die Richtung weiterer experimenteller An-
sätze vor. Dementsprechend muss sowohl der genaue Endozytosemechanismus der SiO2-
Mikropartikel (Phagozytose, Clathrin-vermittelte Endozytose, Caveolae-vermittelte Endo-
zytose oder Makropinozytose, Abbildung 3.7) in Abhängigkeit von der terminalen Ober-
ﬂächenbeschichtung als auch deren Interaktion mit der Zellmembran weiter untersucht
werden, um Rückschlüsse auf die Einsatzmöglichkeiten des optimierten Mikropartikel-
transportsystems im Zellverband oder Gewebe ziehen zu können.
Auch müssen weiterführende Untersuchungen die genaue Prozessierung der SiO2-Mikro-
partikel im Intrazellularraum betrachten. Dabei sollte insbesondere der Einﬂuss der as-
semblierten Lipidmembran auf die Freisetzung eines transportierten Wirkstoﬀes im Fokus
der Untersuchungen stehen.
In einem weiteren Schritt müssen ebenso die Auswirkungen der assemblierten Lipidmem-
bran auf die Stabilität des transportierten Wirkstoﬀes im Extrazellularraum bestimmt
werden. Hierbei sollte insbesondere darauf geachtet werden, dass keine vorzeitige Freiset-
zung des Wirkstoﬀes stattﬁndet.
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Systemisch applizierte Therapeutika können erhebliche Nebenwirkungen auslösen, welche auf
Grund eines unspeziﬁschen Transports oder einer hohen Dosis von appliziertem Wirkstoﬀ auf-
treten. Daher bedarf es der Entwicklung neuartiger Wirkstoﬀ-Transportsysteme (Drug Delivery
Systems) welche in der Lage sind, Wirkstoﬀe in genau deﬁnierbaren Dosen gezielt in die adres-
sierte Zelle zu transportieren. Ein vielversprechender Ansatz, welcher diesen Anforderungen nach-
kommt, ﬁndet sich in der Layer-by-Layer -Technik (LbL), d.h. der wechselseitigen Assemblierung
von Polymeren/Wirkstoﬀen auf soliden sphärischen Templaten, eines funktionellen Supported
Lipid Bilayers sowie der Oberﬂächenfunktionalisierung mit speziﬁschen Antikörpern. Dabei ist
die Homogenität und Regularität des Supported Lipid Bilayers von großer Bedeutung, um in
biomedizinischen Anwendungen eine ungewollte Interaktion mit Serumkomponenten sowie ei-
ne Opsonierung zu verhindern. Insbesondere die funktionelle Lipidkomponente besitzt allerdings
maßgebliche Auswirkungen auf diese Parameter.
In dieser Arbeit wurde die Idee der Oberﬂächenfunktionalisierung von LbL-beschichteten Silica-
Mikropartikeln (SiO2) mit einem funktionellen Supported Lipid Bilayer aufgegriﬀen und weiter-
entwickelt. Als funktionelle Lipidkomponente wurde das Lipid PE-PEG-Biotin verwendet, wel-
ches aus dem Lipid PE, dem Polymer PEG sowie der speziﬁschen Bindungsstelle Biotin be-
steht. Dabei erfolgte eine genaue Untersuchung der Auswirkung der verwendeten Konzentration
von PE-PEG-Biotin sowie des applizierten Oberﬂächenverhältnisses von Liposomen zu SiO2-
Mikropartikeln (AL/AM) auf die Homogenität und Regularität des Supported Lipid Bilayers. Als
Reportermoleküle zur Bestimmung des genauen Größenbereichs potenzieller Unregelmäßigkei-
ten wurden Rinderserumalbumin (MG = 68 kDa) und Trypanblau (MG = 961Da) verwendet.
Die Untersuchungen zeigen, dass mit steigender PE-PEG-Biotin-Konzentration zunehmend Ir-
regularitäten in dem Supported Lipid Bilayer auftreten (Größe von ≥ 10 nm). Zusätzlich wurde
festgestellt, dass auch ein hohes AL/AM-Verhältnis die Regularität der Lipidmembran negativ
beeinﬂusst. Hierbei formieren sich bei einem hohen AL/AM-Verhältnis Irregularitäten in einem
Größenbereich von wenigen Nanometern. Lediglich unter bestimmten Inkubationsbedingungen
(PE-PEG-Biotin-Konzentration von 0,5mol% und AL/AM-Verhältnis von 80:1) kommt es zur
Ausbildung eines homogenen und regulären funktionellen Supported Lipid Bilayers. Dieser zeich-
net sich ebenfalls durch eine homogene und reguläre speziﬁsche Bindung von biotinylierten An-
tikörpern über eine Biotin-Streptavidin-Biotin-Bindung aus. Ein solches Verhalten konnte bei
abweichenden Inkubationsbedingungen nicht beobachtet werden. In der Anwendung mit zwei un-
terschiedlichen Zelllinien (3T3/CD4-CXCR4 und Vero CCL81) zeigte sich die Adaptivität sowie
die Eﬃzienz dieses Drug Delivery Systems. Durch die speziﬁsche Adressierung eines exprimier-
ten Oberﬂächenrezeptors wurde sowohl die Interaktionsrate signiﬁkant gesteigert als auch die
Interaktionskinetik beschleunigt. Hierbei wurde bei beiden Zelllinien bereits nach einer kurzen
Inkubationszeit (1 h) die maximale Interaktionsrate erreicht. Vergleichbare Transportsysteme mit
einer deutlich höheren Menge an gebundenen Antikörpern weisen nur vereinzelt eine vergleichba-
re Interaktion auf. Mittels konfokalmikroskopischer Aufnahmen konnte festgestellt werden, dass
der assemblierte Supported Lipid Bilayer während der Endozytose des Drug Delivery Systems
weiterhin auf dessen Oberﬂäche lokalisiert ist. Im späteren Verlauf erfolgt eine Ansäuerung des
endozytierten Drug Delivery Systems, ein zeitlicher Abbau des Supported Lipid Bilayers sowie ein
intrazelluläres Recycling der Lipid-Moleküle. Dies ist für einen späteren biomedizinischen Einsatz
ein wichtiger Aspekt, da dadurch die Freisetzung von transportierten Wirkstoﬀen nicht behindert
wird und das Drug Delivery System eﬀektiv wirken kann.
